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RESUMO

TOLEDO, J. M. Modelos, Simuladores, Dosimetria e Respostas Imunoldgicas
Radioinduzidas em Cintilografia de Perfusdo do Miocardio. 2014. 134 f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Engenharia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, 2014.

As doencgas cardiovasculares — DCV adquiriram maior importancia durante o século
XX, devido ao aumento da expectativa de vida da populagédo em geral. Anualmente,
milhGes de pessoas apresentam diagnostico de DCV. Essas podem ser avaliadas através
de imagens radioldgicas e cintilogréficas, com a ajuda da Radiologia e da Medicina
Nuclear. Os principais tracadores disponiveis para imagem do miocardio incluem o
talio-201, o fluor-18 fluorodeoxyglucose - FDG, e os tragadores marcados com
tecnécio-99-metaestavel; principalmente o *™Tc-Sestamibi e o *™Tc-Tetrosfomin. A
avaliacdo das doses durante o procedimento cintilografico pode auxiliar em reducdo da
exposicdo a radiacdo. Nesse contexto, foram realizadas investigagdes na elaboracéo da
dosimetria para o coracdo, produzidas pelos possiveis radiofarmacos empregados em
cintilografia de perfusdo do miocéardio, através de ferramentas computacionais,
simulador fisico, estudos radiobiolégicos e possiveis efeitos deterministicos das
radiacdes. No presente trabalho foi desenvolvido um fantoma fisico do coragdo
utilizando tecido a base de elastdmero com valores de densidade massica e composicoes
quimicas equivalentes ao tecido humano. Foi demonstrada a possibilidade de elaboracédo
de um modelo tridimensional do coracdo, em formato Stereolithograpy - STL, com
detalhamento anatdmico de alta precisdo para prototipagem rapida. A dosimetria do
radiofarmaco talio-201 foi simulada com os codigos computacionais SISCODES E
MCNP, elucidando a distribuicdo da dose absorvida no masculo cardiaco por unidade
de atividade do radiofarmaco empregado e do histograma dose versus volume.
Complementando estes estudos, foi dada continuidade em investigacGes radiobioldgicas
e andlise de efeitos deterministicos em linhagens de células mononucleares do sangue
periférico — PBMC, e na anélise dos linfonodos jugulodigastricos, em modelo animal.
Foi mostrado que a radiacdo induziu diferengas fenotipicas nas linhagens celulares;
reduzindo subpopulagéo de células T CD5 CD4, com aumento da expressao de CTLA-
4. E, ainda, foi demonstrado através de analise histopatoldgica, que as células
constituintes dos linfonodos em exposicdo a radiacdao, os linfocitos B, linfocitos T e
tecido conjuntivo de sustentacdo, apresentaram processo inflamatorio com morte celular
e perda de fungdo do linfonodo. Os resultados desse estudo reforcam a relevancia de
pesquisas voltadas a investigacdo da dosimetria em exames, como a cintilografia de
perfusdo do miocardio, e 0s possiveis efeitos deterministicos que a radiacdo pode
induzir em o6rgdos especificos, bem como auxiliara na escolha do radiofarmaco mais
adequado levando em consideracdo aspectos fundamentais e universais da
radioprotecéo.

Palavras-chave: Perfusdo do miocardio. Histologia. Citometria de Fluxo. Dosimetria. Coracdo.
Linfonodos, Simuladores.



ABSTRACT

TOLEDO, J. M. Models, Simulators, Dosimetry and Radiobiological Studies in
Myocardial Perfusion Imaging: 2014. 137 f. Tese (Doutorado) - Escola de
Engenharia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2014.

The cardiovascular diseases — CVD acquired greater importance during the twentieth
century, due to increased life expectancy of the general population. Each year, a large
number of individuals have a diagnosis of CVD. Those can be evaluated by the
radiological and scintigraphic images, with the helping of the radiology and nuclear
medicine. The main useful tracers for Myocardial Perfusion Imaging - MPI are thalium-
201; fluor-18 fluordeoxyglucose — FDG; and, the tracer target with technecium-99
metastable; mainly the *™Tc-sestamibi and the *™Tc-tetrosfomin. The dose evaluation
of the scintigraphic procedure can auxiliary the radiation exposition reduction. On this
context, investigations were performed in heart dosimetry, applied to the usual
radiopharmaceuticals for MPI, based on computational tools, physical phantom
simulators, and radiobiological studies. Following, investigations in radiobiology and in
possible deterministic effects were addressed. At the present thesis, a physical heart
phantom was developed made of tissue-elastomeric with mass density and chemical
composition equivalent to the human tissues. A three-dimensional model of the heart,
in stereolithographic format - STL, with anatomic details and high precision was
developed for future fast prototyping. The radiopharmaceutical dosimetry for thalium-
201 was simulated with the support of the SISCODES and MCNP codes, elucidating
the spatial dose absorption at the cardiac muscle, per unit of radioisotope activity, and
the dose versus volume histogram. Adding to these studies, radiobiological
investigations were addressed, analyzing the deterministic effects in peripheral blood
mononuclear cells — PBMC, and the analysis of the jugulodigastric lymph nodes, in an
animal model. The findings was that the radiation induces phenotypic differences in
cellular lines; reducing the subpopulation of T CD5 CD4 cells, with increasing of the
CTLA-4 expression. And, it was demonstrated from the histopathology analysis that
the constitutive cells of the lymph nodes after radiation exposition, the B and T
lymphocytes and the conjunctive tissues presented an inflammatory process resulting
cellular death and loss of the lymph nodes functions. The present results support the
relevance of this investigation in the MPI dosimetry and in the deterministic effects
stimulated by radiation in specific organs. These findings will help in the choosing the
most appropriated radiopharmaceutical to MPI considering the fundamental and
universal aspects of the radioprotection.

Key words: Myocardial Perfusion Imaging. Histology. Flow Citometer. Dosimetry. Heart.
Lymph nodes, Phanthom.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares - DCV adquiriram maior importancia durante o século XX, com
0 aumento da expectativa de vida da populacdo em geral. Nos Estados Unidos no ano de
1900, a expectativa de vida era de 47 anos; este nUmero aumentou para 73 anos em 1999. E
no Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, quem nasceu no
ano 2000, poderd esperar viver em média 68,6 anos. Por outro lado, a urbanizagdo ocorrida
nos paises desenvolvidos no século XX, e que chegou ao Brasil, trouxe consigo alguns
problemas, como menor atividade fisica, alteracdo nos habitos alimentares com maior
consumo de gorduras, tabagismo e estresse. Este aumento da expectativa de vida, juntamente
com os problemas decorrentes da mudanga no estilo de vida das pessoas, acabou por
determinar um aumento na incidéncia das doencas cardiovasculares, que surgem mais
frequentemente, apds os 50 anos de idade (PRATA, 1992).

Braunwald et al. (2003) relatam que este aumento global das DCV é resultado da drastica
mudanca no perfil de sindromes que acometiam os individuos, no decorrer do século XX. Ja
que até 1900, as doencas infecciosas e a desnutricdo eram as causas mais comuns de Obito.
Essas foram gradualmente suplantadas, em alguns paises, pelas doengas crdnicas, como as
cardiovasculares e o cancer, gracas em grande parte a melhora da nutricdo e das medidas de
salde publica. Essas mudancas sdo chamadas de transicdes epidemioldgicas, e elas nunca
ocorrem isoladamente, mas sim associadas as alteracdes na salde coletiva e pessoal (transicdo
econdmica), nas estruturas sociais (transicdo social) e demograficas (transicdo demografica).
E como as transicdes estdo ligadas a evolucdo de forgas sociais e econbmicas, elas surgem em

velocidades diferentes em todo o mundo.

O cenario projetado para 2020 pelo o indicador DALY (do inglés, Disability-Adjusted Life
Years) evidencia que, entre as cinco principais causas de morte e incapacidade em adultos
estdo: as doencas isquémicas do coracdo, depressdo, acidentes de transito, doencas
cerebrovasculares e a DPOC - Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (SCHRAMM et al.,

2004). Anualmente, milhdes de pessoas apresentam diagnodstico de DCV. As lesdes nas

17



superficies do musculo cardiaco produzidas pela DCV podem ser avaliadas através das
imagens radioldgicas e cintilograficas, com ajuda da radiologia e da medicina nuclear
(VIANA et al., 2008).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia - SBC (2002), nos ultimos anos a
cintilografia planar do miocardio produzido em gama-camaras, foi amplamente substituida
pela cintilografia através de varredura tomografica, em especial pelo SPECT (do inglés,
Single Photon Emission Computer Tomography). Um nimero elevado de centros de medicina
nuclear que disponibilizam o exame de perfusdo do miocardio em SPECT esta distribuido em
todo o territorio nacional, possibilitando o acesso a essa tecnologia em praticamente todas as
grandes cidades brasileiras. O abandono das imagens cardiacas planares produzidas em gama-
camaras na rotina clinica deve-se ao avanco tecnoldgico, com a utilizacdo da capacidade
computacional de alto desempenho que permite a reproducdo de imagens do miocardio em
secOes milimétricas. Sistemas utilizando mais de um detector podem diminuir o tempo de
aquisicdo de cada exame. As imagens tomograficas sdo superiores as imagens planares,
facilitando a separacéo de regides vizinhas, melhorando a resolucdo de contraste e permitindo
uma melhor deteccdo das diferencas nas concentracdes de atividade no miocardio; permitem
também, que as regiGes isquémicas, até mesmo de pequeno tamanho, sejam detectadas em

meio a um tecido, com concentracdo relativamente normal de um radiofarmaco.

No Brasil existem aproximadamente 300 operacGes de rotina em medicina nuclear,
executadas em hospitais publicos e clinicas particulares, e 0 Tecnécio-99 metaéstavel, Tc-
99m, ainda é o radionuclideo mais utilizado (DANTAS et al., 2005).

As imagens cardiacas podem ser adquiridas de forma sincronizada com eletrocardiograma -
ECG do paciente, permitindo a analise da funcdo ventricular adicionalmente e de forma
simultanea & andlise da perfusdo miocéardica. Estas informacdes adicionais tém valor
diagndstico e progndstico muito importante. O avanco tecnoldgico que permitiu a analise
adicional da funcdo ventricular tem contribuido de maneira significativa na rotina clinica. Os
principais tracadores, disponiveis, para imagens do miocardio incluem o talio-201 e o0s
tracadores marcados com tecnécio, entre eles, principalmente o *™Tc-sestamibi e 0 *™Tc-

tetrofosmin, e o fltor - 18, como o fluorodeoxyglucose ou FDG (SBC, 2002). Assim, talio-
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201, tecnécio-99m e fluor 18 sdo os radionuclideos utilizados para realizacdo do exame de

perfusdo de cintilografia do miocéardio.

Como a cintilografia miocardica é um exame que produz dose absorvida para o paciente e
para o corpo clinico, em medicina nuclear, a avaliacdo das doses durante o procedimento
cintilografico pode auxiliar no equacionamento da mesma permitindo uma possivel reducéo

da exposicdo a radiacdo para os individuos envolvidos.

O estudo da dosimetria pode também auxiliar na melhor escolha do radiofarmaco em funcéo
ndo sé da qualidade de imagem, mas também, pela reducdo da dose absorvida no coragdo em
cintilografia de perfusdo do miocardio. E esses sdo aspectos fundamentais universais da

radioprotecéo.

Nesse contexto, € importante que se realizem investigacdes na elaboracdo de uma dosimetria
mais acurada para o coracdo, produzidos pelos possiveis radiofarmacos empregados na
perfusdo do miocardio. Entdo, para atingir tal fim, devido a complexibilidade desta tarefa, se
fez necessario elaborar ferramentas computacionais, simuladores fisicos e estudo das

respostas imunologicas radioinduzidas no exame de cintilografia de perfusdo do miocardio.
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2 OBJETIVO GERAL

E objetivo geral a investigacdo da dosimetria dos radiofarmacos em perfusdo do miocardio,
usando como ferramentas simuladores computacionais e simulador fisico do coracao, onde
também serdo avaliadas respostas imunologicas radioinduzidas em linhagens de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e de linfonodos jugulodigéstricos em modelo

animal.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolvimento de Modelos e Simuladores do Coracéo:

e Desenvolvimento de um simulador fisico do coracéo;

e Desenvolvimento de um simulador computacional do coracdo, para reproducdo em

prototipagem, e em modelo de voxels para dosimetria;

Dosimetria da Perfusao do Miocardio:

e Dosimetria do talio-201;

Estudos Radiobiolégicos:

¢ Investigacdo de parametros fenotipicos em linhagem PBMC, modelo animal.

e Estudo histopatoldgico comparativo de linfonodos jugulodigéstricos irradiados;
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3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

O presente documento é uma apresentacdo como um Portfdlio, e as riquezas das pesquisas
desenvolvidas, organizado em nove capitulos. E apresentado nesse capitulo o tema principal
da tese, objetivos gerais e especificos. A revisdo de literatura é apresentada no capitulo 4,
onde se d& énfase aos estudos de cintilografia do miocéardio. O capitulo 5 apresenta o
desenvolvimento de simuladores computacionais e fisicos do coracdo para dosimetria. O
capitulo 6 apresenta a dosimetria em cintilografia de perfusdo do miocardio com talio-201. Os
capitulos 7 e 8 apresentam os resultados referentes aos estudos em modelo animal da resposta
radiobioldgica das radiagfes. Assim, o capitulo 7, apresenta investigacdes de parametros
fenotipicos em linhagem de células mononucleares — PBMC, em lingua inglesa. E, o capitulo
8 apresenta o estudo histopatologico comparativo de linfonodos jugulodigastricos irradiados.

E por fim, o capitulo 9 apresenta as conclusdes gerais.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Anatomia cardiaca

Para melhor entender as consequéncias funcionais das doencas cardiovasculares - DCV é

necessario compreender a anatomia e a fisiologia cardiaca.

O coracdo é envolvido por uma membrana serosa, o pericardio, que repousa nho
compartimento mediastinal do térax, entre as duas cavidades pleurais. Dois ter¢os do coragédo
se estendem a esquerda da linha média do corpo. Este 6rgdo consiste de quatro camaras
musculares, dois atrios e dois ventriculos e estruturas associadas. O lado direito (atrio e
ventriculo direitos) recebe sangue das demais partes do corpo e 0 bombeiam para dentro do
sistema arterial pulmonar de baixa pressdo, enquanto o lado esquerdo do coracdo (atrio e
ventriculo esquerdos) recebe sangue dos pulmdes e o bombeia para dentro do sistema
circulatério de alta pressdo. Os septos interatrial e interventricular separam os atrios e

ventriculos direito e esquerdo uns dos outros (WOODS et al., 2005).

O eixo longo do coracdo esta orientado, obliquamente, para a esquerda, para baixo e para
frente. Qualquer fator que altere a forma do térax muda a posi¢do do coragdo e modifica o
eixo direcional. As alteracGes respiratorias no nivel do diafragma e a expansdo da caixa
toracica podem mudar o eixo cardiaco. Assim em uma inspiracdo profunda, o coracdo desce e
adota uma posi¢do mais vertical. Os fatores que podem causar variagbes no eixo em pessoas
saudaveis incluem idade, peso, gravidez, formas do corpo e do toérax. Geralmente, uma pessoa
magra e alta tem o coracdo mais verticalizado, enquanto a obesa e baixa, 0 tem mais
horizontalizado. Condigdes patoldgicas do coragdo, pulmdes, 6rgdos abdominais influenciam
a direcdo do eixo cardiaco (WOODS et al., 2005).

As superficies do coracdo sdo usadas para referenciar sua posicdo em relacdo a outras
estruturas e para descrever a localizacdo do dano, como em um infarto do miocardio. O

ventriculo direito, partes do atrio direito e o ventriculo esquerdo formam a superficie cardiaca
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anterior ou esterno costal. O atrio e ventriculo direitos repousam anteriormente e a direita do
atrio e do ventriculo esquerdo, no plano frontal. Assim, quando visto de frente, o coracdo
parece estar deitado de lado, voltado para frente e para a esquerda, com seu lado direito a
frente (WOODS et al., 2005).

As figuras de 1 a 4, adaptadas da literatura, facilitam a compreensédo das estruturas cardiacas.
A figura 1 ilustra a visdo anterior do coracdo com posicionado em relacdo as estruturas

presentes na cavidade toracica.

Arténa carétida
comum esquerda
Veia jugular interna
esquerda

Vela braquiocefdlica

esquerda

Artéria cardtida
comum direita ————_____

Vela jugular interna
direita

Artéria subclavia direita
Veia braquioce- ———

Vi 2
talica direita ‘ela subclivia esquerda

Artéria subclavia

Veia subclivia direita esquerda

Borda de corte do
pericérdio parietal Arco da aorta
Vela cava superior Ligamento arterioso
Pulmdo direito Pulmao esquerdo
Auricula direita Tronco pulmonar
Atrio direito Auricula esquerda
Sulco corondrio Costela (corte)
BRCle ca.0fp Sulco interventricular
da pleura i
Borda de corte do ]
pericérdio parietal “l\ Ventriculo esquerdo
Ventriculo direit 'l Apice do coragio
G 3 ‘ Borda de corte do
pericardio parietal
Borda de corte
Diafragma da pleura

Figura 1 — Vista anterior do coracao, ilustrando a posi¢do do coragdo e das estruturas associadas na
cavidade toracica. Fonte: Enfermagem em Cardiologia, anatomia e fisiologia, quarta edicdo, parte 1,
pg.4, 2005.
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A figura 2 mostra a visao anterior além das principais estruturas cardiacas.

Veia cava superior ‘. - % Aastic
ascendente .. q
s Tronco pulmonar
Pericardio (borda 3
de corte) Artéria pulmonar

........... . - veneeee€SQuUerda

Auricula direita

“oes

Awiodireito. B T 4 WS N
""""""""""""""""""" Auricula esquerda

Sulco
corondrio

Cone arterioso

— . Sulco
Ventriculo ' “* interventricular anterior
direito 4 y
__ Ventriculo esquerdo
Pericirdio .. BHEYR T -V

Figura 2 — Vista anterior do corag&o, ilustrando as estruturas cardiacas. O saco pericardico foi cortado,
aberto e refletido sobre o diafragma. Fonte: Enfermagem em Cardiologia, anatomia e fisiologia, quarta
edicéo, parte 1, pg.4, 2005.
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Por sua vez, a figura 3 ilustra a visdo posterior.

.- Veia cava superior

Arco adrtico._ L g
............ Veia azigo
Artéria pulmonar -2 '
esquerda .. ’
Borda de corte do
Veias pulmonares IR o pericardio fibroso
superior e inferior.. . € Seroso
esquerdas .
Ry . VN Artéria pulmonar direita
Sulccoor :n;?;z _____ Wle e - ... Veias pulmonares
i B o ¥ ~ R superior e inferior

direitas

Apice... T HREERSSNE S Atrio direito
"""""""""""""" Atrio esquerdo
Pericardio -..... 5. N b ' __..-=Neia cava inferior

prele i

Figura 3 — Vista posterior do coracdo. Fonte: Enfermagem em Cardiologia, anatomia e fisiologia,

quarta edicdo, parte 1, pg.5, 2005.
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Enquanto, a figura 4 apresenta as superficies cardiacas inferiores e diafragmaticas.

Veia pulmonar
inferior esquerda ".._
Veia pulmonar
Seio corondrio - " inferior direita

Ventriculo esquerdo Atrio esquerdo

Sulco
interventricular
posterior

.... Atrio direito

------------ Ventriculo direito

Figura 4 — Superficie cardiaca inferior ou diafragmatica. Fonte: Enfermagem em Cardiologia,
anatomia e fisiologia, quarta edicéo, parte 1, pg.5, 2005.

4.2 Bases da fisiologia do musculo e ciclo cardiaco (Guyton, 1969).

4.2.1 Musculo cardiaco

O coracdo é uma bomba muscular que se contrai ritmicamente para enviar o sangue pela
circulagdo e, desta maneira, manter os fluidos corporais misturando-se continuamente.
Mecanismos especiais promovem a ritmicidade e transmitem potenciais de ac&o, atraves da

musculatura cardiaca, para iniciar a contracao.

O coracdo é composto de trés tipos principais de muasculo: masculo auricular, ventricular e
fibras musculares excitatorias e condutoras. O musculo cardiaco € estriado, possui miofibrilas
tipicas, contém filamentos de actina e miosina que se entrelacam e deslizam um sobre o outro,
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durante o processo de contracdo. Envolvendo as miofibrilas, encontra-se o reticulo
sarcoplasmatico, responsaveis pelo armazenamento dos ions de célcio e transmissdo dos
potenciais de acdo para as fibras musculares. As células musculares cardiacas estdo ligadas de
um modo téo estreito, que quando uma delas se torna excitada, o potencial de acdo se difunde
para todas as outras com facilidade.

Sabe-se que, trés cations em particular, sodio, potassio e calcio, possuem efeitos marcantes
para a transmissdo do potencial de acdo. Parte da origem do processo contrétil ocorre quando,
a actina combina-se com o trifosfato de adenosina — ATP; e a miosina, em presenca de
quantidades adequadas de ions de calcio leva o ATP a liberar grandes quantidades de energia.
E quando o musculo deixa de ser estimulado, as cargas eletrostaticas desaparecem e, entdo o
musculo relaxa; isto é, o potencial de agdo provoca a liberacdo de ions de célcio, da
combinacdo com uma substancia que faz parte do reticulo sarcoplasmatico, denominada fator
de relaxamento. Os ions de calcio se difundem rapidamente dentro das miofibrilas, e ai
catalisam as reacdes quimicas que promovem o deslizamento dos filamentos de actina e
miosina, uns sobre os outros; isto produz a contracdo muscular. Logo ap6s o final do
potencial de acdo, os ions de calcio comecam a religar-se com o fator de relaxamento, no
reticulo sarcoplasmatico, de tal maneira que, dentro de alguns milésimos de segundo, a
densidade dos ions de célcio cai abaixo do nivel necesséario para manter a contragdo; como
resultado o masculo relaxa. Pode-se dizer que ocorreu processo contratil e seu acoplamento

com potencial de ag&o.

Quanto maior a voltagem do potencial de a¢do e quanto mais longa sua durag¢do, maior sera o
trabalho liberado pela musculatura cardiaca. A razdo parece ser que, tanto o aumento da
voltagem, quanto o aumento da duracdo do potencial de acdo fazem crescer a quantidade de
ions de célcio liberados ao interior das fibras musculares, 0 que, aumenta as rea¢des quimicas

do préprio processo contratil.

Quando a frequéncia do coracdo aumenta, a duracdo de cada ciclo cardiaco diminui. A
duracdo do potencial de acdo e do periodo de contracdo também diminui, mas em
porcentagem menor que o ciclo cardiaco inteiro. Por isso, o quociente do tempo de contracéo,

para o tempo de relaxamento, cresce com o aumento da frequéncia cardiaca. Numa frequéncia
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cardiaca normal de 72 batimentos por minuto, o periodo de contracdo é de 40% de um ciclo
completo. Em uma frequéncia trés vezes acima do normal, esse periodo é em torno de 65% de
todo o ciclo; isto significa que o coracdo, em certas condi¢des, ndo permanece relaxado o
tempo suficiente para permitir um enchimento completo das camaras cardiacas, antes da

préxima contrac&o.

4.2.2 Ciclo cardiaco

O coragdo funciona como uma bomba de quatro cdmaras, pulsatil, composta de duas auriculas
e dois ventriculos. As auriculas trabalham como vestibulos ventriculares e também bombeiam
de modo fraco a fim de ajudar na movimentacdo do sangue, que passa para os ventriculos,
através delas. Os ventriculos fornecem a forca principal, que impulsiona o sangue através dos

pulmdes e do sistema circulatério periférico.

O ciclo cardiaco consiste em um periodo de relaxamento, denominado diéstole, seguido por
um periodo de contragdo, denominado sistole. Durante a didstole as cdmaras cardiacas se
enchem de sangue, e, durante a sistole, o sangue é impulsionado para frente, para o interior

das artérias.

O sangue flui normalmente de maneira continua, das grandes veias para as auriculas, e em
geral, cerca de 70% deste sangue fluem direto para os ventriculos, antes mesmo da contracao
das auriculas. A contracdo auricular é responsdvel em 30% do enchimento adicional.
Contudo, as auriculas podem se tornar de todo ndo-funcionantes, como resultado da fibrilagéo
auricular ou de bloqueio cardiaco, e, ainda assim, os ventriculos operardo quase de maneira
normal; os ventriculos tém a capacidade de bombear cerca de 300% a 400% a mais de sangue,
do que o fluxo basal da circulagdo sistémica. Por isso, quando a circulagdo se opera de modo
normal, é com dificuldade que se pode perceber a falta da funcdo auricular, por causa da
grande capacidade de reserva dos ventriculos. Ainda assim, quando o coracdo esta sob uma
sobrecarga muito grande, tal como durante o exercicio, a presenca do bombeamento auricular
pode significar um aumento de 30% a 40% no débito cardiaco maximo, que ¢é a quantidade de
sangue lancada pelo ventriculo esquerdo na aorta.
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Ao final da sistole, grande quantidade de sangue se acumulou nas auriculas. Em
consequéncia, as presses auriculares estdo elevadas. Dai, imediatamente, ap6s o final da
sistole, as pressdes ventriculares caem a valores diastolicos inferiores as altas pressfes nas
auriculas e, como resultado, as valvulas A-V (atrioventriculares), se abrem para que o sangue
flua rapidamente aos ventriculos. As pressdes auriculares caem até uma fracdo de milimetro
das pressbes ventriculares, desde que a valvulas A-V normais sdo tdo grandes, que ndo

oferecem resisténcia ao fluxo sanguineo.

4.2.3 Periodo de contracéo isométrica

Logo apds o inicio da contracdo ventricular, a pressdo dos ventriculos comeca a subir. O
aumento instantaneo da pressao faz com que as valvulas A-V se fechem, mas necessita de um
adicional de 0,02 segundos a 0,03 segundos, para que os ventriculos desenvolvam suficiente
pressdo, para abrir as valvulas semilunares adrticas e pulmonares, contra as pressdes na aorta
e na artéria pulmonar. Por isso, durante esse periodo de tempo, a contracdo esta ocorrendo nos
ventriculos, mas sem que haja esvaziamento; esse periodo é denominado contracdo
isométrica, significando que a tensdo estd aumentando no musculo, mas sem encurtamento

das fibras musculares.

Quando a pressdo aortica sobe um pouco acima de 80 mmHg, e a pressao na artéria pulmonar,
um pouco acima de 8 mmHg, que representa pressdes diastélicas na aorta e na artéria
pulmonar, respectivamente, as pressdes ventriculares determinardo a abertura das valvulas
semilunares. Em seguida, o sangue comeca a fluir para fora dos ventriculos, ocorrendo cerca
da metade do esvaziamento, durante o primeiro quarto da sistole, e a maior parte da outra
metade, durante os proximos dois quartos. Os trés quartos da sistole sdo denominados periodo

de ejecdo.
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4.2 .4 Periodo de relaxamento isométrico

Ao final da sistole, o relaxamento ventricular subitamente comeca permitindo que a pressdo
intraventricular diminua rapidamente. As pressdes elevadas nas grandes artérias empurram o
sangue imediatamente para tras, na direcdo dos ventriculos, o que determina o fechamento das
valvulas adrtica e pulmonar. Por outros 0,03segundos a 0,06 segundos, 0 musculo ventricular
continua a relaxar-se, e as pressoes intraventriculares diminuem rapidamente, de volta aos
seus valores diastolicos baixos. Com a queda das pressdes ventriculares abaixo das

auriculares, as valvulas A-V se abrem, e se inicia um novo ciclo ventricular.

4.2.5 Débito de trabalho cardiaco

O débito cardiaco é a quantidade de sangue langada pelo ventriculo esquerdo na aorta, a cada
minuto. O termo retorno venoso é empregado para indicar a quantidade de sangue que flui,
por minuto, das veias para a auricula direita. Quando o débito cardiaco é maior que o retorno
venoso, 0 volume do sangue nos pulmdes e no coragdo diminui, a0 passo que aumenta na
circulacdo sistémica. Valor normal de débito cardiaco, em um adulto masculino jovem e
sadio, € de 5,6 litros por minuto; sendo cerca de 10% menor na mulher de mesma estatura.
Experiéncias demonstram que, o débito cardiaco aumenta em proporgéo a superficie corporal.
Assim, costuma-se estabelecer o débito em termos de indice cardiaco, que representa o débito

cardiaco por metro quadrado de superficie corporal.

Entdo, débito cardiaco é a quantidade de sangue expulsa pelo coragdo por minuto, e, € igual
ao volume sistdlico multiplicado pelo numero de batimentos por minuto. Essa formula mostra
que, o volume sistélico deve diminuir, se a frequéncia cardiaca aumenta, enquanto o debito
cardiaco permanece constante. Ao contrario, um decréscimo na frequéncia cardiaca deve ser

compensado por um aumento no volume sistélico.

O débito de trabalho cardiaco € a quantidade de energia que o coracéo transfere para o sangue,
enguanto o bombeia para as artérias. A energia € transferida para o sangue em duas formas;

primeiro, utiliza-se a maior proporgédo, a fim de mover o sangue do sistema venoso de baixa
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pressdo para as artérias de alta pressdo, isto €, a energia potencial de pressdo; segundo, uma
proporcdo menor de energia € utilizada para acelerar o sangue a sua velocidade de ejecao,

através da valvula adrtica e pulmonar, e ¢ denominada energia cinética do fluxo sanguineo.

O trabalho executado pelo ventriculo esquerdo para elevar a pressdo sanguinea durante cada
batimento cardiaco é igual ao volume sistélico multiplicado a pressdo média de ejecdo do
ventriculo esquerdo, menos a pressdo da auricula esquerda. Do mesmo modo o trabalho
executado pelo ventriculo direito, para elevar a pressdo sanguinea durante cada batimento
cardiaco, é igual ao volume sistolico multiplicado pela pressao média de ejecdo do ventriculo

direito, menos a pressdo da auricula direita.

Quando a pressdo é expressa em dinas por centimetro cubico, e 0 volume sistolico em
mililitros, o débito de trabalho é expresso em ergs e um erg equivale a 10" joules. Em geral, 0
débito de trabalho do ventriculo direito é cerca de 1/7 do debito do ventriculo esquerdo,

devido a diferenca da pressao sistolica, contra os quais ambos os ventriculos devem bombear.

Enquanto que, o débito de trabalho de cada ventriculo, necessario para criar energia cinética
do fluxo sanguineo, € proporcional a massa de sangue expulsa, multiplicado pelo quadrado da

velocidade de ejecéo.

Sendo que a energia cinética, E, é representada por mv/2, quando a massa (m) é expressa em
gramas de sangue ejetado, a velocidade (v) em centimetros por segundo e o débito de

trabalho é em ergs.

Quase sempre o débito de trabalho do ventriculo esquerdo, necessario para criar energia
cinética do fluxo sanguineo, é de 2% a 4% do débito total de trabalho do ventriculo. A maior
parte desta energia € utilizada para provocar a rapida acelera¢do do sangue, durante o primeiro
quarto da sistole. Em certas condi¢des anormais, tais como, na estenose aortica, na qual o
fluxo sanguineo ocorre com grande velocidade, através de uma valvula estenosada, uns 50%
do débito total de trabalho podem ser necessarios, para criar energia cinética de fluxo

sanguineo.
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4.2.6 Energia para a contracdo cardiaca

O musculo cardiaco, como o musculo esquelético, utiliza a energia quimica para prover o
trabalho de contragdo. Esta energia é derivada, sobretudo, do metabolismo da glicose com

oxigénio.

A guantidade de energia despendida pelo coragdo esta em relacdo a sua carga de trabalho, da
seguinte maneira: a energia despendida é diretamente proporcional ao grau de tensdo gerada
pela musculatura cardiaca, durante a contracdo, multiplicada pelo tempo em que a tensao €

mantida.

Durante a contragdo muscular, a maior parte da energia quimica é convertida em calor, e uma
pequena porcdo em trabalho. A relacdo do débito de trabalho com dispéndio de energia
quimica é chamado de eficiéncia da musculatura cardiaca ou eficiéncia do coracdo. A
eficiéncia normal, que trabalha com carga normal, costuma ser baixa, de uns 5% a 10%.
Contudo, durante o débito méximo de trabalho, ela pode chegar a 15% ou 20% no coracao

normal, e talvez a 25% no coracao de uma atleta bem treinado.

A diminuicdo da capacidade de bombeamento cardiaco, produzida por lesdo cardiaca de
qualquer natureza, baixa a curva de funcdo cardiaca, o que, por sua vez, reduz o débito

cardiaco.

4.3 Cardiologia Nuclear e patologias associadas

A era da imagem cintilografica cardiaca ndo invasiva em humanos comecou no inicio da
década de 1970, com os primeiros relatos de avaliagdo ndo invasiva do fluxo sanguineo
miocardico em repouso. Desde essa época, ocorreram grandes avangos na capacidade técnica
de visualizar a fisiologia e a fisiopatologia cardiacas, inclusive o fluxo sanguineo miocérdico,

0 metabolismo miocardico e funcdo ventricular (UDELSON et al., 2010).
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A cardiologia nuclear desempenha um papel definitivamente estabelecido na avaliacdo
diagnostica, funcional e progndstica dos pacientes com suspeita ou sabidamente portadores de
cardiopatias isquémicas. No ambito da Sindrome Isquémica Miocéardica Instavel - SIMI, a
cintilografia miocardica de perfusdo desponta como um instrumento importante na estimativa
do significado funcional das estenoses coronarianas angiograficas, na avaliacdo da eficacia de
intervencdes terapéuticas, e na estratificacdo do risco apos o infarto do miocardio. Contudo, a
capacidade da cardiologia nuclear em prever a ocorréncia de fenébmenos agudos como fissura
e/ou rotura da placa aterosclerética com trombose é ainda limitada, embora venha sendo alvo

de novas e intensas pesquisas (WOODS et al., 2005).

Estudos demonstram que o individuo com um exame de cintilografia miocardica em repouso
considerada de baixo risco, determina também, baixo risco de eventos cardiacos subsequentes
(WOODS et al., 2005).

Em coronariopatas, a cintilografia é importante na estratificacdo de risco e avaliacdo
prognostica de pacientes com angina estavel, e consequentemente no auxilio da deciséo
terapéutica entre clinica, e/ou cirargica. Em pacientes com coronariopatia obstrutiva
conhecida, a cintilografia é importante na avaliacdo da repercussdo isquémica de lesdo

limitrofe que representa 30% a 60% de obstrucdo pela coronariografia (SAHA, 1998).

Essa técnica também é indicada para estratificacdo de risco pés - infarto agudo do miocardio -
IAM, angina instavel e na estratificacdo de risco para pacientes que vao se submeter a
cirurgias ndo cardiacas, em especial vasculares; avaliagdo de isquemia apds procedimento de
revascularizacdo miocérdica ou angioplastia - deteccdo de reestenose ou complicagOes;
deteccdo da presenca de viabilidade miocardica em pacientes com miocardiopatia isquémica
com disfuncao ventricular; diagnostico precoce de isquemia em unidades de dor toracica;
avaliacdo de isquemia na populacdo pediatrica nos casos de anomalia coronariana congénita e
doenca de Kawasaki (SAHA, 1998).

O diagndstico de dor toracica de origem cardiaca, em servicos de emergéncia ou mesmo no
ambulatorio, é de dificil identificagdo na maioria das vezes. Esta dificuldade diagndstica

acarreta na liberacdo inadequada de pacientes portadores de Sindrome Isquémica Miocardica
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Instavel - SIMI, gerando risco a vida do paciente e problemas meédico-legais ao hospital.
(AZEVEDO et al., 2007, MENEGHETT], 2007).

Na insuficiéncia cardiaca, para avaliacdo da funcdo do ventriculo esquerdo, a cintilografia
auxilia na identificacdo de areas viaveis do musculo cardiaco e no acompanhamento de
pacientes que recebem quimioterapia com doxorrubicina, um farmaco cardiotdxico. Além de
ter indicacdo apds transplantes cardiacos e doencas das valvulas do coracdo para avaliar a
funcdo cardiaca (CHALELA, MENEGHETT], 2005).

Em pesquisas realizadas no Instituto do coracdo, do Hospital das clinicas de Sdo Paulo, com o
objetivo de analisar e quantificar a isquemia miocardica prévia e a seis meses da
revascularizacdo cirurgica do miocardio - RCM e da revascularizacdo por angioplastia
transluminal coronariana - ATC, foi possivel avaliar o real beneficio da revascularizacdo
completa do miocéardio, atraves de parametros fornecidos e identificacdo da variacdo no grau
da carga isquémica miocardica determinada pelos dois tipos de revascularizacdo em situacoes
equivalentes, com o auxilio do acompanhamento clinico e do exame de cintilografia do
miocérdio com *™Tc-Sestamibi. (MOREIRA, et al., 2005)

4.3.1 Radiofarmacos mais utilizados em exames cardiacos

Os radiofarmacos sdo compostos radioativos usados para diagnésticos e tratamento
terapéutico de doencas. Em medicina nuclear, aproximadamente 95% dos radiofarmacos sdo
usados para diagnostico e o restante para tratamento. Por serem administrados a seres
humanos, eles devem ser esterilizados, livre de agentes pirogénicos e submetidos a todas as
medidas necessarias de controle de qualidade de uma droga convencional (SAHA, 1998).

O radiofarmaco pode ser um elemento radioativo como o ***Xe, ou um composto marcado

31| _ proteinas iodadas e compostos marcados com **™ Tc. O radiofarmaco é composto

como
por dois componentes, um radionuclideo e um farmaco. A sua utilidade é ditada pelas
caracteristicas dos seus componentes. Em sua concepc¢do o farmaco é escolhido com base em
sua localizacdo preferencial no 6rgéo e sua participacdo na funcéo fisiologica do 6rgdo (COSTA et

al., 2001).
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4.3.1.1 Talio 201 — 2T

Produzido em ciclotron, o ?°*TI tem meia-vida fisica de 74 horas, emitindo em seu processo
de decaimento, predominantemente, radiacdo X na faixa energética de 69 keV a 83 keV, além
de uma intensidade menor de radiacdo gama, com 166 keV e 135 keV. Como um tracador de
fluxo, uma vez injetado por via venosa, o cloreto de 2Tl distribui-se por quase todos os
tecidos do corpo, a excecdo do cérebro, devido a sua incapacidade de transpor a barreira
hematoencefélica, proporcionalmente ao fluxo sanguineo regional, acumulando-se
principalmente no miocérdio, rins, figado, intestinos e musculatura esquelética. Ao ser
administrado a um individuo em repouso, a captagdo miocardica do 2°*TI é rapida, com cerca
de 90% da extracdo ocorrendo na primeira passagem. Essa captacdo utiliza mecanismos de
transporte ativo com utilizacdo de energia pela bomba de sdédio-potéssio e difusdo passiva
dependente do gradiente do potencial elétrico transmembrana. Quando comparado aos agentes
marcados com tecnécio-99m, a extragdo miocardica do 2°*TI correlaciona-se de forma mais
linear com o aumento do fluxo coronariano, mantendo-se assim até que esse fluxo alcance
duas vezes e meia o valor basal (MENEGHETTI, CHALELA, 2006).

Uma caracteristica marcante do Tl é a sua capacidade de redistribuicdo, também
denominada de fendbmeno da redistribuicdo. Essa propriedade torna possivel avaliar as
alteracBes de fluxo induzidas pelo estresse fisico ou farmacol6gico, com imagens obtidas
imediatamente ap0s a administragdo do agente nesta etapa, e compara-las as imagens obtidas
algumas horas depois, em média 4 horas. Em consequéncia da redistribuicdo ocorrida durante
esse periodo de repouso, as areas hipoperfundidas durante a etapa do estresse tenderdo a
normalizacdo em relacdo as areas normoperfundidas, uma vez que, em condicGes de repouso
as alteracbes do fluxo coronariano tendem a ser menores que sob-estresse. Essa
transitoriedade do defeito de perfusdo observado no estresse em relacdo ao repouso em geral é
interpretada como indicativa de isquemia, enquanto que a persisténcia da hipocaptacdo em um
determinado segmento pode traduzir fibrose ou miocardio hibernante ou atordoado
(MENEGHETTI, CHALELA, 2006).

Diante de tais possibilidades, muitas vezes faz-se necessaria uma dose adicional do
radiotracador ou reinjecdo, habitualmente logo apds as imagens de redistribuicdo, para a
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caracterizagdo de miocardio viavel. Tradicionalmente utilizado em estudos de perfusédo
miocardica, tem sido recentemente menos empregado em consequéncia do seu perfil
energético menos favoravel e da meia-vida fisica longa que limita a dose utilizada, com
vantagens para os agentes marcados com *™Tc. No entanto, ainda é empregado na cardiopatia
isquémica em funcdo da grande experiéncia acumulada, sendo, em alguns centros, o agente de
escolha (MENEGHETTI, CHALELA, 2006).

Apbs a injecdo no pico do exercicio, o cloreto de ?° Tl acumula-se rapidamente no miocérdio
irrigado por artérias coronarias normais e, subsenquentemente, sofre um lento clareamento.
Em pacientes normais, ap6s 2h da injecao, ocorre um clareamento de, aproximadamente 30%,
e apos 4h, de 35%. A taxa de clareamento do ?°Tl esta relacionada com a frequéncia cardiaca
no pico do exercicio, duragdo do exercicio e o nivel sérico, ou concentracdo presente no
sangue. A cinética no miocardio isquémico é variavel. Em caso de estenose da artéria
coronéria significante, a captacdo inicial do 2°'TI durante o exercicio é menor quando
comparada com a do miocardio normal. Logo depois, o clareamento nos tecidos isquémicos €
menor que o normal, pode ocorrer sua acumulagdo no decorrer do tempo. Assim, um defeito
perfusional isquémico normaliza-se ou acentua apds determinado tempo. A captacdo inicial
do ?°*TI no miocardio infartado ou fibrético é consideravelmente menor que no miocérdio
normal (NICOLAU et al., 2014).
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4.3.1.2 Tecnécio 99 metaestavel — *°*™ T¢

O processo de emissdo de raios gama devido a transicdo isomérica, onde um nucleo no estado
excitado passa ao estado fundamental, é de importancia primordial para a medicina nuclear,
uma vez que a maioria dos procedimentos realizados depende somente da emissao e deteccao

de radiacdo gama. A figura 9 mostra o esquema de decaimento do ™ Tc.
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32 Te 2.12x10°Y

Figura 5. Esquema do decaimento principal do tecnécio-99m.
Fonte: BUSHBERG, 2002, p. 601

Existem trés transicBes com emissdo de raios-gama no decaimento do *™ Tc para o *Tc.
Praticamente toda a energia da transi¢ao gama 1 (yl) é convertida internamente resultando na
emissdo de elétrons de conversdo interna da camada M. Apds a conversdo interna, o nucleo é
deixado em um estado excitado, seguido quase instantaneamente pela transicdo gama 2 (y2)
de 140,5 KeV para o estado fundamental. Embora a transigdo y2 ocorra 98,6% das vezes, a
tabela de decaimento mostra que esse raio gama é emitido 87,87% do tempo, com o balanco
das transi¢Oes ocorrendo via conversdo interna. Gama 2 € o foton principal no imageamento
em medicina nuclear. A transicdo gama 3 (y3) ocorre apenas com 1,4% de incidéncia e, €
seguida, quase sempre, por emissdo de elétrons de conversdo interna. Elétrons de converséo,
raios X caracteristicos e elétrons Auger sdao também emitidos a medida que a energia de

algumas transicdes é internamente convertida (BUSHBERG et al., 2002).
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A Tabela 1 identifica as principais formas de decaimento de *™Tc, com tipo de radiacéo,

numero médio por desintegracdo e energia média por particula em MeV.

Tabelal. Principais formas de decaimento do tecnécio-99m.

Radiacdo n°® médio por desintegracao energia média por particula
(MeV)
Gamal 0,0000 0,0021
Me Cl 0,9860 0,0016
Gama 2 0,8787 0,1405
Ke'Cl 0,0913 0,1194
LeCl 0,0118 0,1377
Me Cl 0,0039 0,1400
Gama 3 0,0003 0,1426
Ke'Cl 0,0088 0,1215
Le Cl 0,0035 0,1398
Me Cl~ 0,0011 0,1422
K a-1 Raios-X 0,0441 0,0183
K a-2 Raios-X 0,0221 0,0182
K B-1 Raios-X 0,0105 0,0206
KLL e Auger 0,0152 0,0154
KLX e Auger 0,0055 0,0178
LMM e Auger 0,1093 0,0019
MXY e Auger 1,2359 0,0004

Fonte: Modificado de BUSHBERG, 2002.

O tecnécio pode ser encontrado em oito estados de oxidacdo (-1 a +7). A estabilidade desses
estados de transicdo depende do tipo de ligacdo e do ambiente quimico. Os estados +7 e +4
sd0 mais estaveis e sdo representados em éxidos, sulfetos, haletos e pertecnetatos (JUN HO et
al., 2006 ).

O fon pertecnetato, **™TcO,, obtido da eluicdo do gerador Mo/Tc, tem estado de oxidacdo +7

para 0 ™Tc. Isso o torna uma espécie ndo reativa e incapaz de se ligar a algum composto,

sendo necessaria a reducao para um estado de oxidacdo menor.
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O cloreto de estanho Il (SnCl; - 2H,0) ¢é o0 agente redutor mais comum usado na preparacao
de compostos ligados ao *™Tc (NOWOTNIK, 1990; SAHA, 2004). As reacdes quimicas que
ocorrem na reducéo do tecnécio pelo cloreto estanoso em meio acido podem ser expressas da

seguinte maneira:

3Sn?* « 3Sn*" + 6e” 1)
29"TcO, +16H" +6e & 2%™Tc* +8H,0 (2)

Somando as duas equagdes:

29™TcO, +16H" + 3Sn?* & 29T + 3Sn* + 8H,0 (3)

99m-|-c7+ 99m-|- C4+

A Equacdo 2 indica que o foi reduzido para o . Outros estados reduzidos
poderdo ser formados em diferentes condigdes fisico-quimicas. O grau de reducdo dependera
da relacdo estequiométrica entre o estanho e o tecnécio; das condi¢cdes em que se realiza a
reacdo; da presenca de um ligante; da natureza quimica do ligante e oxigénio presente em

solucdo (ARAUJO, 2005).

O *™Tc¢ reduzido é uma espécie quimicamente reativa e combina com uma grande variedade
de agentes quelantes por meio de uma ligagdo covalente coordenada, possibilitando formar
diversos radiofarmacos. A estrutura e as propriedades quimicas do agente quelante sdo
responsaveis pela farmacocinética do composto, ou seja, localizacdo em um orgéo alvo,

metabolizacdo e eliminagdo do organismo (SAHA, 1998).

Uma reacao esquematica seria:

%MT¢ reduzido + agente quelante < *™Tc-marcado (4)

O agente quelante geralmente doa pares de elétrons para formar ligacGes covalentes
coordenadas com o *™Tc reduzido. Grupos quimicos, tais como —~COO", —OH", -NH, e —SH

sdo os doadores de elétrons nos compostos (SAHA, 2004).

Mais de 80% dos radiofarmacos utilizados na medicina nuclear sdo compostos marcados com
%MTc. A razdo de sua posicdo notavel, em uso clinico, é a sua condicdo fisica e radiacéo

caracteristicas favoraveis. A meia-vida fisica de aproximadamente 6 horas e a pequena
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quantidade de emissdo de elétrons permitem a administracdo de quantidades de *™Tc com
atividade na ordem de grandeza de milicurie, sem deposicdo significativas de doses de
radiacdo para o paciente. Além disso, os fétons monocromaticos de 140,5 keV de energia sao
prontamente colimados para fornecer imagens de resolucdo espacial superior. O *™Tc é
facilmente disponivel de forma estéril, apirogénica, e livre de carreador no gerador **Mo-
%¥MTc (SAHA, 1998).

4.3.1.3 Fluor 18 — Fluorodeoxyglucose (FDG)

Em 1996, o Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN, localizado no Campus da
Universidade de S&o Paulo, realizou a primeira producdo de 2-Fluor-2dioxi-D-Glicose, um
analogo da glicose também conhecido como '*F-FDG, no Ciclotron. Naquela época, a
producdo de galio-67 e talio-201 ocorriam rotineiramente na instalacdo, porém no mundo
afora, especialmente nos Estados Unidos, o uso clinico do *F-FDG comecava a ganhar
reconhecimento com promessas inovadoras no diagnéstico através do equipamento conhecido
como PET - Positrén Emission Tomography. O ®F-FDG é o radiofarmaco com maior
crescimento nos ultimos anos no IPEN, e esse crescimento € decorrente dos investimentos
para aquisi¢do dos equipamentos PET/CT pelos hospitais, seguindo uma tendéncia mundial

da éarea de diagndstico através da imagem molecular (SATO, 2006).

A identificacdo de viabilidade em areas de miocardio disfuncionante reveste-se de grande
importancia pelo potencial de recuperagdo funcional em resposta a procedimentos de
revascularizacdo e melhora do prognéstico. A FDG é uma molécula analoga da glicose,
marcada com fldor-18, um emissor de positrons com meia-vida fisica de 110 minutos. A FDG
tem como principal aplicacdo na cardiologia a pesquisa de viabilidade miocéardica
(MENEGHETTI, CHALELA, 2006).

A FDG-'®F, ap6s atravessar a membrana do cardiomiécito, sofre processo de fosforilacdo
transformando-se em FDG-'®F-6-fosfato. Entretanto, de forma diferente da glicose, esse
anélogo ndo sofre a subsequente desfosforilacdo e, por ser impermeéavel a membrana celular,

fica virtualmente retida no miocardio. As imagens de FDG-'®F podem ser obtidas utilizando-
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se camaras de cintilacdo SPECT, especialmente adaptadas para a realizacdo de estudos com
emissores de pdsitrons. Essa adaptacdo pode consistir em dotar a camara de um sistema de
coincidéncia, camaras hibridas, ou equipa-las com colimadores adequados a energia
caracteristica dos positrons emitidos pelo flior-18 que € de 511 keV. O ideal, entretanto, é
utilizarem-se camaras PET dedicadas. O racional da utilizacdo da FDG-'®F baseia-se no fato
de que o miocardio acentuadamente isquémico utiliza predominantemente a glicose como
substrato energético. Classicamente, na pesquisa de viabilidade miocéardica, as imagens
obtidas apés a administracdo de FDG-°F, que, portanto, refletem a presenca de atividade
metabdlica miocérdica, sdo comparadas com imagens obtidas utilizando-se marcadores
perfusionais, sejam eles emissores de pdsitrons ou de féton unico. Como resultado, pode-se
obter uma das seguintes combinacdes: perfusdo normal e captagdo normal da FDG-'°F;
perfuséo reduzida e captacdo da FDG-'°F normal ou aumentada; perfusdo reduzida e captacéo
de FDG-'®F reduzida. Os dois primeiros padrées sdo caracteristicos de areas de miocéardio
viavel e com possibilidade de melhora funcional. A terceira combinacéo reflete auséncia de
viabilidade miocéardica e disfuncdo persistente ou irreversivel (MENEGHETTI, CHALELA,
2002).

O miocardio utiliza, durante a maior parte do tempo, acidos graxos livres, como sua principal
fonte de energia na producdo de ATP. Em situagdes especiais, em que o substrato carboidrato
torna-se abundante, os niveis de insulina endogena do paciente elevam-se, promovendo
diminuicao da lipdlise e aumento no fluxo de glicose para o espago intracelular, inclusive no
miocito cardiaco, facilitando a utilizacdo de glicose como substrato energético, o que ocorre,
por exemplo, em periodo pos prandial, ou jejum. Outra situagdo em que o miocéardio utiliza
preferencialmente a glicose € a de isquemia crénica do miocéardio, em que a oferta de
oxigénio é baixa e o coracdo pode usar o inicio da via glicolitica, anaerdbica, para a producéo
de ATP. Sendo o FDG um carboidrato, andlogo da glicose, a captacdo deste tracador ocorre
da mesma forma em que ocorre, fisiologicamente, a captacdo de glicose. Na pesquisa de
miocardio hibernante, quando 18-FDG é injetado em jejum, poderd ser observado um
acumulo do tragador nas areas de isquemia cronica (MENEGHETTI, CHALELA, 2002).
Outra forma de estimular a captacdo deste tracador € fornecer glicose ao paciente, por via oral
ou endovenosa, fazendo com que o miocardio, como um todo, isquémico e ndo isquémico
utilize a glicose e permita a captacdo do FDG (MENEGHETTI, CHALELA, 2002).
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No protocolo oral, uma dose de 50 g de glicose € administrada por via oral. A glicemia do
paciente é monitorada em intervalos de 15 min. Espera-se obter um pico de glicemia em torno
de 175 mg/dL — 200 mg/dL. Continua-se 0 monitoramento até que seja observado um declinio
nos niveis de glicemia, representando a liberacdo e a agdo de insulina enddgena do paciente.
O FDG, em dose de 185 — 370 MBq (5mCi - 10 mCi), é injetado quando a glicemia atinge
niveis descendentes em torno de 120-130 mg/dl. A dose de 185 MBq (5 mCi) normalmente é
usada em camaras hibridas que utilizam circuitos de coincidéncia (sem colimadores) e com
alta sensibilidade na contagem. Dose mais elevada, 370 MBq (10 mCi), pode ser utilizada em
sistemas que envolvam a presenca de colimador de ultra alta energia, devido a diminui¢do na
sensibilidade, contagem promovida por estes colimadores (MENEGHETTI, CHALELA,
2002).

O protocolo endovenoso, clamp euglicémico hiperinsulinémico, considerado padréo ouro para
a mensuracao de sensibilidade a insulina in vivo € aplicado. Quantidades de glicose e insulina
sdo administradas via endovenosa, mantendo-se um nivel alto de insulina circulante e
suficiente para manter o paciente euglicémico durante o estudo. A monitorizacao frequente da
glicemia é essencial pela possibilidade de hipoglicemia durante a infusdo da solugé&o.
Utilizando-se este protocolo, o FDG pode ser injetado 20 min apés o inicio da infusdo, a qual
deve ser mantida por 30 min para que ocorra uma captacdo adequada do tracador pelo
miocardio. O nivel alto de insulina, administrada de forma exdgena, facilita o transporte do
FDG para o espaco intracelular. As melhores imagens miocardicas tém sido obtidas com a
utilizacdo deste protocolo endovenoso. Pacientes diabéticos podem necessitar de doses
maiores de insulina e em alguns casos as imagens podem ter qualidade inferior
(MENEGHETTI, CHALELA, 2002).

Os parametros de aquisicao das imagens dependerdo do tipo de sistema utilizado, envolvendo
ou ndo colimador ou circuito de coincidéncia. A janela de energia deve ser centrada no
fotopico do fluor-18, que é de 511 KeV. Conforme ja mencionado, os sistemas que utilizam
colimadores permitem a realizacdo de protocolos que possibilitam a aquisi¢do simultanea de
imagens de perfusdo, usando *“™Tc-sestamibi e imagens metabdlicas do FDG,
simultaneamente, detectando tanto o fotopico do **™Tc de 140 keV, quanto o do flior-18 de
511 keV (MENEGHETTI, CHALELA , 2006).
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O maior uso do '®F-FDG tem sido para o diagnéstico oncolégico nos equipamentos do tipo
PET e PET/CT. Essa utilizacdo devera crescer nos proximos anos, podendo se expandir para

outras especialidades como neurologia e cardiologia (SATO, 2006).

O uso do flior-18 como FDG - fluorodeoxyglucose para imagem com tomografia
computadorizada de emissdo de foton dnico, tem sido introduzido recentemente, para avaliar
viabilidade miocéardica. Ja existem centros com experiéncia em exames utilizando FDG —
SPECT. Bax et al.(1997), comparou FDG-SPECT com FDG-PET e demonstraram

concordancia entre eles.

4.3.2 Farmacos associados ao tecnecio-99m em cintilografia de perfusdo do miocardio

Vérios compostos marcados com *™ Tc tém sido desenvolvidos para cintilografia miocardica.
No momento, tanto o **™ Tc-sestamibi quanto o0 ™ Tc-tetrofosmin sdo amplamente utilizados.
O %™ T¢ é um isétopo radioativo que emite radiacdes gama na faixa de 140 keV e possui
meia-vida fisica de 6h. Por causa da depuracdo lenta, a meia-vida biologica do sestamibi, bem
como a do tetrosfomin, é aproximadamente semelhante a sua meia-vida fisica. A dose
absorvida de corpo total para esses agentes é de aproximadamente 5,4054x10™*? Gy/MBg. O
6rgao-alvo & a bexiga, que recebe aproximadamente 4,8648x10™** Gy/MBq (NICOLAU et al.,
2014).

Durante as trés primeiras horas apo6s a injecdo, aproximadamente 30% de um agente marcado
com *™ Tc é depurado do coracdo. Embora a redistribuicio do sestamibi em defeitos
isquémicos tenha sido demonstrada em modelos animais e em pacientes selecionados, o grau
de redistribuicdo em humanos € minimo e nao tem significado clinico. Uma vez que a
distribuicdo miocéardica se mantém relativamente fixa no decorrer do tempo, a distribui¢do do
fluxo sanguineo miocardico no momento da injecdo é congelada e pode ser estudada durante
varias horas. Sendo necessarias duas injecfes para avaliar a captacdo miocardica, uma em

repouso e outra em exercicio (NICOLAU et al., 2014).
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Como & dosimetria dos compostos marcados com *™ Tc é mais favoravel em relacdo ao 2°'Tl,
doses maiores que 30 mCi por dia podem ser administradas. A distribuicdo inicial dos
compostos marcados com %™ Tc no miocérdio é proporcional ao fluxo regional. Apés a
injecdo, o radiofarmaco acumula-se também rapidamente no figado e é subsequentemente
depurado pelo sistema biliar. A fracio de extracdo miocérdica do **™ Tc-sestamibi é de 41% e
a do *™Tc-tetrosfomin é de 30%, sendo ambas substancialmente menores que a do °*TI.
Ambos 0s agentes entram no midcito por difusdo passiva ligando-se de forma estavel as
membranas intracelulares. A retencdo absoluta dos agentes marcados com ™ Tc, verificado
vérios minutos ap6s a administragdo, é relativamente comparavel & do %'TI, devido & sua
retencdo intracelular, e a subsequente captacdo durante a recirculacdo (NICOLAU et al.,
2014).

O tecnécio-99m € o radioisétopo que reine as melhores caracteristicas fisicas para a obtencao
de imagens em camaras Anger - camaras de cintilacdo. Pode estar prontamente disponivel, de
forma conveniente, através de um gerador de molibdénio-99 a um custo reduzido. Eluido do
gerador sob a forma de pertecnetato - *™TcO, , a sua utilizagdo direta restringe-se aos
estudos de primeira passagem, uma vez que, administrado por via venosa, rapidamente se
difunde através das membranas capilares para o espaco intersticial. Entretanto, o pertecnetato
- 9¥MTcO, pode ser utilizado para marcar uma grande variedade de moléculas com o objetivo
de obter imagens das mais diversas estruturas ou 6rgaos, o que lhe confere um papel de
destaque na medicina nuclear. Especificamente em cardiologia, sempre houve grande
interesse no desenvolvimento de agentes marcados com tecnécio-99m para o estudo da
perfusdo miocardica (MENEGHETTI; CHALELA, 2006).

4.3.2.1 Sestamibi ou MIBI

Desenvolvido em 1982, este cation lipofilico do grupo das isonitrilas é o0 agente marcado com
tecnécio-99m, mais amplamente utilizado nos estudos de perfusdo miocardica. Uma vez
administrado por via venosa, 0 **™Tc-sestamibi é captado pelo miécito em processo de
difusdo passiva dependente do potencial elétrico transmembrana, concentrando-se

predominantemente nas mitocondrias. A taxa de extracdo miocardica do **™Tc-sestamibi é de
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55%-60% na primeira passagem pelo 6rgdo, contra 85% do talio-201, sendo que sua extracao
ndo aumenta linearmente com o aumento do fluxo coronariano, ocorrendo um platé quando
esse fluxo atinge entre dois a 2,5 mL.g.min™:. Em condices normais, a captacdo pulmonar é
minima, ndo interferindo na imagem. MIBI apresenta pequena redistribui¢do, com washout
ou eliminacdo de 27% nas areas normais e 16% nas areas isquémicas. E excretado pelo
sistema hepatobiliar e, por esta razdo, a concentracdo hepéatica é alta logo ap6s a sua
administracdo. Geralmente, ndo é possivel diferenciar entre infartos recentes ou antigos nem
diferenciar infarto do miocérdio recente de casos de isquemia (MENEGHETTI; CHALELA,
2006).

Esta medicacdo é administrada através de injecdo intravenosa para uso diagnostico, apos
reconstituicdo obtida com solucdo de **™Tc-pertecnetato de sodio estéril, apirogénica e livre
de oxidantes. O pH do produto reconstituido é 5,5 (5,0 — 6,0). Ndo ha presenca de
conservantes. A estrutura exata do complexo de tecnécio é “™Tc[MIBI]**, onde MIBI é 2-
metoxi-isobutil-isonitrila (MENEGHETTI; CHALELA, 2006).

4.3.2.2 Tetrofosmin

Embora pertencente a outro grupo de farmacos, o das difosfinas, o tetrofosmin também é um
cation lipofilico que, quando marcado com tecnécio-99m, apresenta caracteristicas
farmacocinéticas semelhantes ao *™Tc-sestamibi, exceto pela excrecio mais rapida através do
sistema hepatobiliar, 0 que permite que sejam obtidas imagens mais precocemente, de 15min
a 30 minutos ap6s a sua administracdo contra 30min a 60 minutos do *™Tc-sestamibi. Outra
diferenca e, provavelmente, uma vantagem em relacéo ao *™Tc-sestamibi é que o processo de
marcacdo do tetrofosmin pelo ®“™Tc, dispensa aquecimento (MENEGHETTI; CHALELA,
2006).
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4.3.2.3 Glucarato

Glucarato é um acido dicarboxilico de seis carbonos usado para marcar miocitos necrosados,

ligando a histonas nucleares ou nucleossoma. (CAMARGO, 2007)

Radiofarmacos de gluconato, glucoeptonato e o glucarato com tecnécio-99m, tém sido
utilizados para deteccdo de tecidos hipoxiados em éareas de infarto do miocardio e em
tumores. Embora os compostos derivem dos carboidratos, estudos mostraram comportamento
discrepante entre esses radiofarmacos e o radiofarmaco FDG-18, o qual é um analogo da
glicose. Porém, existem hipéteses de que o *°™ Tc-glucarato se utiliza da via da frutose, por
ser um analogo da mesma, e dentre seus analogos marcados, é o que tem se demonstrado com
maior taxa de retencdo no tecido tumoral (EVANGELISTA et al., 2012).

Johnson et al. ( 2000), investigaram e detectaram a captagdo do ™ Tc-glucarato em regido de
risco do modelo de isquemia severa no suino. Bioguimicos e bidlogos tem mostrado que a
glicose € um substrato de protecdo para o coracdo quando o fluxo sanguineo € limitado
(GAMBHIR et al., 2001).

De acordo com a pesquisa de Murphy et al. (2002), com o objetivo de verificar a
biodistribuicdo do tecnécio-99m-glucarato em ratos que tiveram seus coragOes induzidos
quimicamente a um infarto agudo do miocardio, por um farmaco que produziu aumento da
frequéncia cardiaca, o isoproterenol; apresentou resultados histoldgicos demonstrando que 0s
ratos desenvolveram infarto 18h ap6s administracdo do isoproterenol. E o estudo da
biodistribuicdo identificou rapido clearance ou depuracdo plasmatica dos ratos, via funcéo
renal. Esse agente se mostrou ideal para detectar de forma rapida infarto cardiaco, devido a
alta captacdo pelo coracdo do radiofarmaco nos ratos infartados, seis vezes maior do que em

ratos sem infarto.

Johnson 11l et al. (2006), através de estudos em cdes, com resultados qualitativos e
quantitativos, concluiram que o tecnécio-99m marcado com glucarato foi eficiente para
detectar infarto agudo do miocardio. Orlandi et al. (1991), verificaram utilidade clinica em

imagens cardiacas bem como para diferenciar lesbes antigas utilizando o tecnécio-99m
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marcado com acido glucarico, ja que, atuou como marcador de necrose em modelos caninos

de infarto agudo do miocardio.

A captagdo de glicose e produgdo glicolitica de ATP, sdo importantes determinantes de
viabilidade miocardica, especialmente quando o coracdo esta comprometido por baixo fluxo
sanguineo (KING et al., 1998). Acidos graxos livres, glicose e lactato sdo fontes energéticas
principais do coracdo. Os acidos graxos tem importante papel no metabolismo do coracdo ndo
isquémico, enquanto que a glicose se torna o substrato principal para 0 miocardio durante a
isquemia (CAMICI et al., 1989; OPIE, 1976).

O coracdo usa predominantemente acidos graxos em condicdes aerdbicas, mas depois de
processar o carboidrato, a insulina produz efeito inibitério para a liberagdo dos &cidos graxos
a partir de adipdcitos, fazendo com que diminua a circulacdo desses e regulem a glicose
utilizada pelo coracdo. Durante a isquemia, o metabolismo do &cido graxo € reduzido e a
captacdo da glicose € aprimorada (BERGMANN, 1998).

O metabolismo normal, em relacdo ao fluxo sanguineo, ou metabolismo aprimorado da
glicose serve como sinal, assinatura metabolica da isquemia do miocardio. Miocardio com
stress ou hibernante também demonstra oxigénio preservado, em relagdo a funcéo e perfuséo
(CAMICI et al., 1989).

4.3.2.4 1-tio-beta-D-glicose

Para desenvolver um novo radiofarmaco para diagnostico de cancer ou inflamacdes, o0 grupo
de pesquisa Nucleo de Radiacfes lonizantes-NRI do Departamento de Engenharia Nuclear
(DEN) da Escola de Engenharia — UFMG, marcou a glicose e/ou um de seus derivados com
9MT¢. Compostos de carboidrato como a glicose ligam-se fracamente ao *™Tc. Portanto, a
funcionalizagdo com um grupo externo quelante ou a inserc¢éo de alguns grupos funcionais €
essencial para obtencdo de compostos fortemente ligados. O 1-Tio-beta-D-glicose (1-TG) é
um analogo da beta-D-glicose natural. O 1-TG contém um atomo de enxofre em substituicdo
ao oxigénio da ligagdo glicosidica, e provavelmente forma interagcGes quimicas e bioldgicas
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diferentes com **™Tc, comparado a glicose natural. A presenca de um grupo sulfidrila na
molécula de glicose aumenta a eficiéncia de marcacdo e melhora a estabilidade do composto
(JUN OH et al., 2006). A Figura 6 mostra a formula estrutural da D-glicose natural e do sal de

sodio 1-tio-b-D-glicose.

D-glicose natural Sal de Sédio 1-Tio-B-D-glicose

Figura 6. Formula estrutural da D-glicose natural e do sal de sodio 1-tio-b-D-glicose
Fonte: BRASILEIRO et al., 2010.

Sob diferentes concentracdes do ligante, " Tc-1-TG foi obtido com uma eficiéncia de
marcacdo superior a 97% e alta estabilidade em pH &cido comparados a pHs de valores
neutros ou basicos (JUN OH et al., 2006). Brasileiro et al., (2010) encontrou 98,38% de
eficiéncia de marcacdo. Também concluiu que o composto permaneceu estavel por mais de
120 min. Essas pesquisas reforcam a viabilidade do uso desse farmaco para deteccdo de
tumores, inflamagdes e doencas cardiacas justificam a importancia do desenvolvimento de

novos radiofarmacos especificos pra estudos em SPECT.

Ainda no grupo de pesquisa NRI, Brasileiro et al. (2010), investigou a cintilografica de
processos inflamatoérios na articulagdo temporomandibular por 1-tio-beta-D-glicose
radiomarcado com %™Tc. As desordens temporomandibulares representam um grupo de
condigdes que acometem a articulagdo temporomandibular-ATM, os musculos mastigatorios
e ligamentos associados, comumente relacionados a inflamacdes agudas e crénicas. Com o
auxilio da medicina nuclear é possivel visualizar estes processos inflamatorios em suas fases
iniciais, por meio de imagens que captam o material radioativo correspondente as alteragdes
teciduais funcionais, fisioldgicas e/ou bioquimicas. Levando-se em consideracdo a premissa
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de que ha um aumento do metabolismo da glicose em processos inflamatdrios, o estudo teve
como objetivo avaliar a viabilidade da deteccdo precoce de altera¢6es inflamatorias na ATM,
em modelo animal, por meio de imagens cintilograficas, empregando o 1-tio-beta-D-glicose
(1-TG) radiomarcado com *™Tc. O 1-TG sendo um analogo da glicose que contém um &tomo
de enxofre, permitiu a interacdo com o *™Tc, possibilitando a formac&o de um radiofarmaco
promissor na avaliacdo de alteracfes inflamatdrios. A metodologia consistiu na aplicacdo de
um modelo experimental de inducdo de inflamacdo na ATM de ratos Wistar, através da
injecdo intra-articular de carragenina, um polissacarideo linear sulfatado, na ATM esquerda
dos animais. Para controle, na articulagcdo contralateral foi injetado o mesmo volume de
solucdo salina. Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com as vias de
administracdo do radiofarmaco: via intravenosa e intraperitoneal. As imagens cintilograficas
foram realizadas para localizacdo do foco inflamatdrio, 24 horas ap6s a inducdo da
inflamagdo e trinta minutos apés a injecdo do complexo *™Tc-1-TG. A captagdo do
radiofarmaco nas articulacBes foco e controle foram analisados pela determinacdo da
atividade radioativa na regido de interesse, em contagem por minuto (cpm). A analise
estatistica realizada utilizando-se o teste T e o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon revelou que
houve diferenca, com significAncia estatistica, dos valores de atividade, em cpm, relativos a
articulacdo inflamada/foco quando comparados aos valores obtidos na articulacdo
contralateral/controle em ambas as vias de administracdo. A investigacdo da cinética de
distribuicdo do radiofarmaco, por imagens, in vivo, realizada no grupo de injecdo intravenosa
do complexo radiomarcado evidenciou que o **™Tc-1-TG apresenta captacio e excrecdo renal
com rapida eliminacdo do organismo. A analise cromatografica mostrou um alto rendimento
de marcacdo e uma estabilidade do radiofarmaco por, no minimo, duas horas apds a sintese.
Os resultados deste estudo demonstraram a viabilidade do emprego de *"Tc-1-TG na
localizagdo precoce de focos de inflamacdo, abrindo uma perspectiva para a utilizacdo deste

radiofarmaco na investigacao de alteracdes inflamatérias que acometem a ATM.

Castro et al .(2012), no grupo de pesquisa NRI, em estudo da biodistribuicdo, in vivo, das
impurezas radioquimicas *™TcOy4, *™TcO, e do complexo *™Tc-1-tio-beta-D-glicose (**"Tc-
1-TG) em ratos da linhagem Wistar, investigou a dose absorvida nos 6rgdos do animal e a
dose efetiva de corpo inteiro; com construcdo de um modelo computacional de voxels do

rato, utilizado para simulacdo computacional da interacdo da radiacdo com o tecido. A
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metodologia consistiu em modelar computacionalmente a biodistribuicdo das espécies,
baseado nos dados biocinéticos adquiridos nas imagens cintilograficas de ratos Wistar. O
codigo Monte Carlo N-Particle utilizou esse modelo para simular a interacdo da radiacdo com
os tecidos e, o software SISCODES forneceu a dose absorvida em cada tecido de acordo com
a biodistribui¢do do radiofarmaco. A dose efetiva foi calculada conforme as recomendaces
da International Commission Radiological Protection — ICRP (2007). Os resultados
descreveram a biodistribuicdo dos compostos *™Tc-1-TG, *™TcO, e *™TcO, por meio de
imagens cintilogréficas e curvas biocinéticas da porcentagem de atividade injetada em funcéo
do tempo de exame. Foram descritas, também, as etapas de constru¢do do modelo de voxels e
de obtencdo dos parametros usados como fator de ponderacéo pelo programa SISCODES para
estabelecer a energia depositada por massa em cada Orgdo ou tecido. Finalmente, os
resultados apresentaram a dose efetiva e as doses absorvidas nos 6rgdos bexiga, cérebro,
coracdo, estbmago /trato gastrointestinal, figado, génadas, medula, osso, pulmdes, rins e
tiredide e, sua distribuicdo espacial, exibida em imagens axiais e coronais do modelo de
voxels construido. Os valores encontrados da dose absorvida e dose efetiva no animal foram,
entdo, extrapolados para 0 homem padrdo, assumindo equivaléncia da biodistribuicdo. Para o
complexo ®™Tc-1-TG a dose efetiva calculada foi 8,4 x10° mSv/MBg. Uma administracéo
tipica de 370 MBq desse complexo, acarretaria em uma dose efetiva de 3,1 mSv para o
homem padrdo. Esse valor esta abaixo do limite de 50 mSv estabelecido pela FDA (do inglés,
Food and drug Administration) e, também abaixo da dose efetiva de 7,3 mSv calculada para o
exame do radiofarmaco *®F-FDG. Concluiu-se que a deposicdo de dose do **™Tc-1-tio-b-D-
glicose é inferior ou similar a de radiofarmacos correntemente usados em centros de
Medicina Nuclear e que o calculo da dose interna pode ser realizado de forma confiavel e

precisa utilizando o sistema SISCODES, desenvolvido pelo grupo de pesquisa NRI.

4.3.3 Imagens cintilograficas

Varias técnicas imagiologicas tém sido desenvolvidas para deteccdo de miocardio viavel e
ndo viavel, tendo por base a avaliacdo da perfusdo, da integridade da membrana celular, do
metabolismo da glicose, da presenca de tecido cicatricial e da reserva contractil. A tomografia
por emissao de positron - PET com fluorodeoxyglucose — FDG com fldor 18, a cintigrafia de
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perfusdo miocardica com talio 201 - 2°TI ou com tecnécio 99 metaestavel - *™Tc, dentre
outros, o ecocardiograma com dobutamina e, mais recentemente, a ressonancia magnética tém
sido extensamente estudados na avaliacdo da viabilidade e na predicdo do resultado clinico
apos revascularizacdo coronéria. Em geral, as técnicas de imagem nuclear tém uma maior
sensibilidade na deteccdo de viabilidade, enquanto, as técnicas que avaliam a reserva
contractil ttm uma maior especificidade com menor sensibilidade (FERNANDES et al.,
2011).

De acordo com Braunwald (2010), as diferentes técnicas aplicadas na aquisicdao e
processamento de imagens em cardiologia nuclear ja estdo bem estabelecidas, fruto de um
desenvolvimento progressivo ao longo das ultimas trés décadas. Os parametros,
rotineiramente utilizados, para estudos de perfusdo miocérdica e para avaliagcbes da funcédo

ventricular, sdo semelhantes em todos os laboratérios nucleares.

4.3.3.1 Tomografia computadorizada por emisséo de foton unico - SPECT

Em exames para avaliacao da perfusdo miocardica, uma das técnicas utilizadas é a tomografia
computadorizada por emissdo de féton Gnico (SPECT, do inglés Single Photon Emission
Computed Tomography). A SPECT é uma modalidade em medicina nuclear onde uma série
de imagens é adquirida, atraves da gama camara rotatoria (PAULA, 2011). Os componentes

do sistema de deteccdo da gama camara sao:

e Colimador: Os raios gama ndo estdo unicamente se dirigindo em direcdo a maquina.
Por isso, o colimador é usado para permitir que apenas aqueles raios, que viagem
numa certa direcdo, atinja o detector. Existem trés principais tipos de furos de

colimador: paralelos, divergentes e convergentes.

e Cristal: E o “receptor” da radiacdo. A radiacdo, depois de colimada, atinge o cristal e
interage com este. O cristal de iodeto de sodio, ativado com particulas de talio, recebe
o feixe incidente de radiacdo direcionado pelo colimador, emitindo luz - cintilagdo do

cristal — proporcional a energia da radiacdo incidente, que € convertida em sinal
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elétrico pelas fotomultiplicadoras. Este sinal € enviado, entdo, ao sistema eletrnico
associado, para determinar contagens por area e pontos luminosos, que séo detectados
nos eixos X e y para formacdo das imagens cintilograficas (ARQ. BRAS. DE
CARDIOLOGIA, 2006).

e Células Fotomultiplicadores: Sdo detectores que multiplicam o sinal produzido pela
luz incidente, aproximadamente 100 milhdes de vezes, possibilitando um Unico foton
ser detectado quando a luz incidente é fraca. Estas amplificam o sinal e transformam

em energia elétrica para ser processado pelo computador.

Os multiplos sinais ampliados pelos fotomultiplicadores em posi¢6es conhecidas séo enviados
a um circuito de posicionamento, dito discriminador de sinais, que estima a origem do sinal
verdadeiro em X e Y. Quando a informacdo do foton chega a esse circuito, ele envia a
informag&o ao computador que fornece a posigdo do foton nos eixos X e Y. A intensidade do
sinal fornece a informacdo da energia do féton, no posicionamento X e Y, indicando a
tonalidade do pixel a ser representada na imagem (MENEGHETTI, CHALELA, 2002).

A radiacdo, depois de colimada, atinge o receptor (cristal) e interage com este de quatro

maneiras:

1. Evento Valido: O raio gama é emitido paralelamente a abertura do colimador,
atravessa uma delas e interage fotoeletricamente com o cristal, depositando toda a
sua energia em apenas um local. Essa interacdo seria a ideal, pois todo féton

incidido seria convertido totalmente em energia elétrica.

2. Deteccdo de Espalhamento: O raio gama € emitido paralelamente as aberturas do
colimador, atravessa uma delas e interage por espalhamento Compton com o
cristal. O raio espalhado pode interagir uma segunda vez com o detector. Para a
imagem, essa segunda interacdo pode ndo ser satisfatoria, pois pode causar perda

da nitidez.
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3. Espalhamento do Objeto: O raio ndo € emitido na direcdo das aberturas do
colimador, mas é espalhado pelo corpo e passa pelos buracos do colimador, sendo
detectado. O raio perde energia durante o espalhamento e produzird um sinal

menor para o detector.

4. Penetracdo Septal: O raio gama é emitido em direcdo ao colimador, mas néao
paralelamente a ele. Por conta da atenuacdo incompleta, causada pelas paredes

finas do colimador, h& certa chance do raio atingir o cristal e interagir com ele.

Os programas de reconstrucdo de imagem tém corretores de linearidade e uniformidade. Esses
programas tentam evitar o borramento e o aparecimento de artefatos. Para capturar a imagem
de SPECT a gama camara é rotacionada em volta do paciente. Sdo capturadas multiplas
imagens bidimensionais-2D do corpo do paciente. A radiacdo é captada em pontos definidos
durante a rotacdo, normalmente a cada 3graus - 6 graus. Na maioria dos casos é dada uma
rotacdo com a gama camara de 360 graus para conseguir otimizar a reconstrucdo. O tempo de
captacdo, em cada ponto, é variavel, mas é normalmente de 15segundos a 20 segundos. O que
permite um tempo total de exame entre 15min e 20 min. As maquinas mais modernas tém
mais de uma cabeca, que é a parte da maquina que contém todo o sistema de deteccdo. Quanto
mais cabecas a maquina tiver, maior &rea serd coberta com a captacdo de radiacdo
simultaneamente. O que resultard em um menor tempo total de exame (MENEGHETTI,
CHALELA, 2002).

As intensidades de atividades podem ser representadas em escala de cinza ou em “pseudo-
cor”, depende do procedimento. As imagens em “pseudo-cor” sdo mais comuns em exames
que mostram o cérebro e o coracdo. A resolucdo pode ser de 64x64 ou 128x128 pixels, cada
pixel representando uma parte de 3 mm - 6 mm do corpo do paciente. A resolucdo da imagem
dependera da energia da particula incidente. Se a energia do féton for muito baixa, havera
maior probabilidade de acontecer os eventos de deteccdo definidos em 2 a 4, que ndo séo
ideal, como, deteccdo de espalhamento, espalhamento do objeto e penetracdo septal. Isso
dependera da espessura do cristal, que ndo pode ser muito grosso, tendo que assumir uma
espessura adequada, para diminuir a probabilidade de acontecer principalmente o evento de
deteccgdo de espalhamento. Se a coleta de dados ndo for muito eficiente, havera prejuizo para a
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imagem, consequentemente, prejudicando a analise diagnostica da imagem. A distancia entre
paciente e cristal esta ligada diretamente a eficiéncia de coleta. Quanto menor a distancia,
maior a eficiéncia de coleta. E por isso que, no momento do exame, as cabecas da maquina
sdo aproximadas 0 maximo do paciente. Cada tipo de furos no colimador tem o seu campo de
captacdo. O colimador de furos paralelos capta radiagdo de uma area exatamente do tamanho
da perfuracdo. O colimador de furos convergentes capta radiacdo de uma area menor do que a
dele, atendendo a uma forma de funil. E o colimador divergente capta radiacdo de uma area
maior do que a dele, assumindo a forma de um leque (MENEGHETTI; CHALELA, 2002).

Nas imagens geradas para exames de perfusdo do miocardio, € mais evidente a presenca do
ventriculo esquerdo. Isso ocorre porgue a parede do miocardio € mais espessa e possui maior
perfusdo no ventriculo esquerdo, consequentemente, a captacdo do marcador € maior. O
exame SPECT quando sincronizado com o eletrocardiograma é chamado de Gated-SPECT
(PAULA, 2011).
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4.3.3.2 Tomografia por emissao de pésitron - PET

A tomografia por emissdo de pésitrons (PET, do inglés Photon Emission Tomography) tem
sido amplamente utilizada em diversos paises, ndo s6 no campo da cardiologia, mas também
na oncologia e neurologia. No Brasil hé limitacdes para o desenvolvimento desta tecnologia,
devido a dificuldade de producdo dos tracadores. Para essa producdo, sdo utilizados
aceleradores de particulas do tipo ciclotron, que geram principalmente tracadores de meia
vida bastante reduzida. A meia vida fisica curta dificulta a distribuicdo, transporte e
comercializacdo destes tracadores. Uma excecdo é a fluordesoxiglucose, 18-FDG, com uma
meia-vida relativamente mais longa, de 120 minutos (MENEGHETTI; CHALELA, 2002).

O exame com PET é uma modalidade diagndstica ndo invasiva, que usa radiofarmacos para
apreender e medir processos bioquimicos tissulares. Como outras técnicas de medicina
nuclear, 0 exame demarca a doenca em termos de uma quimica regional quantitativamente
anormal. Ela mede a atividade metabdlica das células corporais, permitindo a investigacdo da
perfusdo, dos caminhos metabdlicos e dos processos biomoleculares em estados normais e
patolégicos (PEREGRINO et al., 2004).

O exame fornece imagens da funcdo e da bioquimica corporais. Essa tecnologia utiliza
derivados de compostos biologicamente ativos ou farmacos, marcados com emissores de
positrons, e que sdo processados internamente de uma maneira virtualmente idéntica as suas
contrapartidas ndo radioativas, fornecendo o mecanismo para registrar a atividade metabdlica
in vivo. A distribuicdo desses compostos pode ser medida com um tomografo PET, que
produz imagens e indices quantitativos dos tecidos e dGrgdos corporais. Dessa maneira, 0
metabolismo da glicose, o transporte de aminoacidos, a sintese de proteinas, a divisdo celular,
0 consumo de oxigénio, o fluxo sanguineo e o status dos diversos neurorreceptores podem ser
determinados. Processos bioquimicos como esses podem estar alterados em varias doencas e
tracadores desses processos podem ser usados para detectar sua presenga, na auséncia de
alteragdes estruturais grosseiras ou 0 avan¢o das mesmas (PEREGRINO et al., 2004).

Em cardiologia, as principais aplicag0es potenciais do PET incluem: avaliacdo da viabilidade

miocardica em pessoas com doenca coronariana e disfuncdo cardiaca permitindo uma melhor
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selecdo de pacientes para processos de revascularizacdo e evitando angiografias, angioplastias
e by-pass em pacientes que ndo se beneficiariam com esses procedimentos; diagnéstico de
doenca coronariana nos casos de outras investiga¢fes inconclusivas (PEREGRINO et al.,
2004).

De acordo com Robert e Milne (1999), ndo ha muito consenso entre os especialistas acerca do
futuro papel da PET na area cardioldgica. A Associacdo Americana de Cardiologia, revendo
os dados disponiveis, ndo identificou uma maior acuréacia diagndstica da PET em relacdo a
SPECT na detecgédo de doenca coronariana.

O principio béasico de PET e de SPECT € que a instrumentacdo utilizada é apenas receptora de
informac&o, isso quer dizer que, para obter as imagens é necessario administrar aos pacientes
um radiofarmaco, quer com um emissor de pdsitrons para a PET, quer com um emissor de
foton simples no caso de SPECT. E, apesar da eficiéncia de deteccdo do sinal radioativo ser
maior com PET do que com SPECT, seu uso fica limitado. Os radiois6topos emissores de
positrons tém uma meia-vida radioativa muito curta, da ordem de minutos, e de no maximo
cerca de duas horas para o flGor-18, e tém que ser produzidos num ciclotron, cuja
disponibilidade em geral é reduzida a apenas alguns centros de investigacdo cientifica de
grande poder econémico (POWSNER et al., 2006).

SPECT torna-se assim uma proposicdo mais econémica e, portanto com maior
disponibilidade. A melhoria de qualidade das gama camaras, particularmente no que diz
respeito a resolucéo e a eficiéncia de deteccdo utilizando detectores maltiplos e colimadores
de tipo “fan-beam”, isto é, quando feixes em forma de leque atingem o paciente, e juntamente
com o desenvolvimento de novos radiofarmacos, tem levado a um aumento crescente do
interesse pela técnica (POWSNER et al., 2006).

A melhoria das técnicas de analise, com incorporacdo cada vez mais frequente de processos
de quantificacdo mais e mais precisos e corroborados por estudos empiricos, tem propiciado
uma maior credibilidade na técnica de SPECT (POWSNER et al., 2006).
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4.3.3.3 Cintilografia de perfusdo do miocardio

A medicina nuclear € uma especialidade médica que permite observar o estado fisiologico dos
tecidos de forma ndo invasiva, através da marcacdo de moléculas participantes nesses
processos fisiol6gicos com is6topos radioativos, compondo os radiofarmacos. Os
radiofarmacos sdo administrados por via oral, intravenosa ou respiratoria, disseminando-se
por todo o corpo. Para que exista uma predominancia do radiofarmaco na regido que se deseja
estudar, devem-se utilizar farmacos seletivos ou especificos para cada regido do corpo..
Entdo, cada radiofarmaco tem a capacidade de se internalizado em uma determinada estrutura
do organismo, ou participar da cinética da funcionalidade de um determinado 6rgao. Depois
de captados, os fotons gama emitidos pelo radiois6topo sdo identificados por uma gama
camara que permite formar imagens ou filmes acerca do estado funcional do 6rgédo (PAULA,
2011).

A cintilografia miocéardica se tornou a ferramenta padrdo de diagndstico para as doencas
cardiacas, tais como doenca arterial coronariana, miocardite, rejeicdo de transplante de
coracdo, induzida por quimioterapia cardiotoxicidade, e outros (ALEXANDER et al., 1995).

No exame de cintilografia do miocéardio utiliza-se um radiofarmaco injetado atraves de uma
veia periférica, sendo posteriormente captadas pelos midcitos, células do coragdo. Esse
processo € chamado de perfusdo miocéardica. Nas diversas partes do coracdo, o radiois6topo
associado ao farmaco injetado emite uma radiacdo que é convertida em uma imagem por
cintilacdo observada através de uma tomografia cardiaca. As imagens sdo obtidas em duas
etapas: repouso e estresse. Os radiofarmacos se acumulam proporcionalmente ao fluxo
sanguineo miocardico regional, e respondem a um padrdo ou diminuicdo de intensidade da
captacdo do radioisotopo em alguma parte do masculo cardiaco significando hipocaptacao
Quando essa hipocaptacdo € transitdria indica isquemia coronariana, quando é persistente
indica fibrose. Dessa forma, a cintilografia de perfusdo miocardica permite pesquisar as areas
viaveis de se tratar, separando as das areas inviaveis ao tratamento. Nesse caso, a pesquisa é
chamada de viabilidade miocardica (CHALELA; MENEGHETTI, 2005).

De acordo com Saha (1983) as primeiras imagens cintilograficas de perfusdo miocardica

foram adquiridas, em 1944, por Carr et al., com césio-131. Em 1973, Zaret et al., identificou a
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isquemia miocardica por estresse induzida com potassio-43. Em 1974 foi a vez do talio-201,
analogo ao potassio, e tem sido utilizado com éxito ha mais de 25 anos. No inicio da década
de 90, novos compostos marcados com tecnécio-99m (*™Tc) com novas propriedades
bioldgicas foram introduzidas para avaliagdo da perfusdo miocérdica. Qualquer um desses
agentes perfusionais pode ser utilizado para andlise da distribuicdo relativa do fluxo

sanguineo miocardico.

A aplicagdo clinica mais importante da imagem de perfusdo miocérdica com estresse € a
avaliacdo de doenca isquémica cardiaca. Estudos mostram a utilizacdo diagnostica com
exercicio envolvendo “*TI ou com agentes marcados com *™Tc. Geralmente, a concordancia
entre os resultados da cintilografia miocardica com estresse, e 0s achados da angiografia da
artéria corondria contrastada é satisfatoria. Ha evidéncias suficientes de que os achados na
cintilografia de perfusdo com estresse refletem a repercussdo hemodinamica e funcional da
estenose da artéria coronaria, fornecendo importantes informac6es progndésticas (VIANA,
2008).

As imagens de perfusdo miocéardica sdo interpretadas qualitativamente pela anélise visual,
frequentemente, com quantificagdo computacional. Quando apresenta-se normal, a captacéo €
difusamente homogénea. Um defeito representa uma area miocardica localizada com menos
captacdo do que a normal. Os defeitos podem variar em intensidade, de discretamente
reduzida, até auséncia quase completa de captacdo. E considerado defeito reversivel quando
presente na fase inicial de estresse que desaparece ou diminui de intensidade na fase de
repouso, ou nas imagens tardias. Esse padrdo indica isquemia miocardica. E chamado de
redistribuicéo, quando usando 2'Tl, a intensidade da imagem melhora no decorrer do tempo;
com excecao para 0s compostos marcados com ™ Tc (BRAUNWALD et al., 2003).

Quando um defeito esta presente nas fases de exercicio e de repouso, ou em imagens tardias, e
ndo se modifica, entdo é considerado defeito fixo. Esse padrdo indica, normalmente, infarto e
tecido fibrético. Contudo, em alguns pacientes, os defeitos fixos nas imagens com 2°'Tl, ap6s
2h a 4h da injecdo, apresentam melhora da captacdo nas imagens de redistribui¢do de 24h ou

ap6s reinjecdo no repouso. Da mesma forma, um defeito fixo com agentes marcados com %™
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Tc, que envolve injecdo no repouso, pode subestimar a viabilidade miocardica
(MENEGHETTI; CHALELA, 2002).

O padréo de imagem chamado redistribui¢éo reversa, ocorre principalmente nas imagens com
201T). Todavia, um defeito reverso é observado ocasionalmente com os agentes marcados com
%M Tc. A imagem inicial de estresse mostra um defeito ou um padrdo normal, enquanto as
imagens tardias ou de repouso mostram um novo defeito ou um defeito ainda mais grave.
Esse padrdo ocorre frequentemente em pacientes com infarto submetidos & terapéutica
trombolitica ou angioplastia percutanea da artéria coronaria. O fenébmeno é possivelmente
causado por um excesso inicial de captacdo do tracador numa aréa reperfundida com mistura
de tecido necrético e midcitos viaveis. A acumulacdo inicial é seguida por uma réapida
depuracdo dos tecidos necrdticos. Embora a importancia desse achado seja controverso, ele
ndo representa evidéncia de isquemia estresse-induzida. A PET com fluorodeoxiglicose —
FDG tem demonstrado a presenca de miocardio viavel nas areas de redistribuicdo reversa
(MENEGHETTI; CHALELA, 2002).

No que diz respeito a captacdo pulmonar, normalmente, nenhuma ou muito pouca atividade é
percebida nos campos pulmonares nas imagens pos-exercicio. O aumento da captacédo
pulmonar pode ser quantificado com a razdo pulmao/coragdo, onde valores menores que 0,5
para 0 “*Tl e menor que 0,45 para ®™ Tc-sestamibi apresenta-se normal. Esse padréo de
imagem anormal indica disfuncdo ventricular esquerda estresse-induzida, e grave doenca da
artéria corondria, além de indicar um mau prognostico. Quando o ventriculo esquerdo
aparecer maior nas imagens de exercicio que nas imagens de repouso ou tardias pode indicar
dilatacdo transitéria do ventriculo esquerdo. Esse padrdo de dilatacdo também indica
disfungédo ventricular esquerda estresse-induzida. Ha sugestdes de que ao inves de um real
aumento no volume ventricular esquerdo, a causa desse padrdo seria hipocaptacédo
subendocardica do radiotracador e, consequentemente, aparente afilamento do miocérdio nas
imagens de estresse (MENEGHETTI; CHALELA, 2002).

Usualmente, o ventriculo direito € apenas discretamente visualizado no repouso ou no estresse
nas imagens SPECT de perfusdo miocardica. A massa miocérdica e o fluxo sanguineo do

ventriculo direito sdo, aproximadamente, 50% menores em relacdo ao ventriculo esquerdo. O
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aumento da visualizacdo do ventriculo direito em repouso € anormal e na maioria dos casos
indica hipertrofia do mesmo. Quando esse padrdo ocorre nas imagens em exercicio, esta
associado & doenca grave da artéria coronaria (MENEGHETTI; CHALELA, 2002).

Ainda, de acordo com a sociedade brasileira de cardiologia, o diagnéstico de isquemia
silenciosa se estabelece da deteccdo de alteracbes objetivas e caracteristicas de dano
miocéardico isquémico. Dentre os métodos, se configuram principalmente, a eletrocardiografia
de esfor¢co, a monitorizacdo eletrocardiogréfica ambulatorial, o teste de perfusdo com talio-
201 e o ecocardiograma de esforco (MENEGHETTI; CHALELA, 2002).

A Figura 7 representa uma redenrizacgdo, isto €, processo pelo qual se pode obter o produto
final de um processamento digital, nesse caso, tridimensional, a partir de 64 cortes de uma
angiografia por tomografia computadorizada fundida a cintilografia de perfusdo miocéardica -

SPECT. Observa-se a zona isquémica, escura a esquerda.

Integrated 64-slice CTA and SPECT
STRESS REST
{(LAD: TPD =

Figura 7 — Redenrizacdo tridimensional a partir de 64 cortes de uma angiografia por TC fundido a cintilografia
de perfusdo miocardica (SPECT) Fonte: Adaptado de Dr. Piotr J. Slomka — Cepars Sinai Medical Center —
University of California/Los Angeles.
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A Figura 8 apresenta um fantoma fisico de coracdo com defeitos de tamanhos variados,
envolto em meio de atenuacdo ndo uniforme, imagem SPECT quando preenchidos com #*TI
ou ™ Tc, e no modo PET, preenchidos com FDG-18. As imagens mostram a atenuagao

progressiva do apice para a base. A imagem PET mostra corre¢do uniforme de atenuagao.

Figura 8 — Imagens de um fantoma fisico de cora¢do com defeitos de tamanhos variados, envolto em meio de
atenuacdo nao uniforme, imagem SPECT quando preenchidos com “*Tl ou *™ Tc, e no modo PET, preenchidos
com FDG-18. Fonte: Adaptado do 2° Congresso Virtual de Cardiologia — Federagdo Argentina de Cardiologia,
2001.

Na Figura 9 observa-se um exemplo de estudo da perfusdo miocardica estresse-repouso com
Tc-99m MIBI (SPECT/CT). O estudo de estresse foi adquirido uma hora apds a
administracdo do marcador na frequéncia cardiaca méxima durante o exercicio de esteira. J4 0

estudo de repouso ocorreu 4h mais tarde, apos a reinjecao de dose do tracador.
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Figura 9 — Imagens cintilograficas de um estudo de perfusdo miocérdica estresse-repouso com Tc-99m MIBI
(SPECT/CT). Fonte: http://www.incor.usp.br/PET/Medicina_Convencional.html.

A Figura 10 demonstra uma cintilografia radionuclidea para avaliar perfusdo miocardica e

viabilidade. Exemplificando inducdo de estresse, defeito de perfusdo reversivel indica

| REFERFUSAO

miocardio viavel.

Figura 10 — Imagens de inducéo de estresse, defeito de perfuséo reversivel — Indicando miocérdio viavel. Fonte:
http://cardiopapers.com.br/2011/04/acc-2011-stich-2/.
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4.4 Modelos e objetos simuladores

4.4.1 Monte Carlo N-Particle Transport code — MCNP

O MCNP é um software na linguagem Fortran 90 para simular processos nucleares. Foi
desenvolvido baseado no método de Monte Carlo para simular as interacfes das particulas
néutrons, gamas e elétrons com a matéria em diferentes niveis de energia. A faixa de energia
de interacdo dos néutrons com os is6topos varia entre 10 eV a 20 MeV, mas para alguns
is6topos pode chegar até 150 MeV, para os fotons entre energias de 1 keV até 100 GeV, e
para elétrons entre 1 keV até 1 GeV (CABRERA, 2013).

O MCNP realiza célculo em média das particulas com 0 mesmo comportamento no sistema
fisico e, como resultado final, sdo obtidos os aspectos mais importantes no percurso de um
conjunto de particulas que atravessam um meio, ou Seja, 0 numero médio de alguma
caracteristica do sistema como, por exemplo: fluxo, deposicdo de energia, corrente, calculos
de criticalidade, e outros (CABRERA, 2013).

O método de Monte Carlo pode ser usado para simular teoricamente um processo estatistico
como, a interacdo de particulas nucleares com materiais, e € particularmente interessante para
resolver problemas de transportes nucleares complexos que ndo podem ser modelados por
codigos baseados em métodos deterministicos. Em transporte de particulas, a técnica de
Monte Carlo consiste em seguir cada uma de muitas particulas durante toda sua trajetéria até
algum evento terminal como absorcéo, escape, entre outros. A simulacgdo tridimensional do
transporte de particulas nucleares € uma importante ferramenta para melhoria dos

procedimentos radioterapicos em oncologia (BRANDAO, 2008).
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4.4.2 Codigo SISCODES

Sistema de Cdadigos para Céalculos de Dose Absorvida por Método Estocastico — SISCODES é
um programa computacional desenvolvido em 2003, pelo grupo de pesquisa Nucleo de
radiacdes ionizantes — NRI, do Departamento de Engenharia Nuclear da Escola de Engenharia
da UFMG, registrado no CT&T/UFMGe INPI, com o propésito de criar modelos
computacionais de voxel para serem usados em simulag6es computacionais de protocolos de
irradiacdo via codigo MCNP, através de calculo de dose e simulacdo de radioterapias
(TRINDADE; CAMPQS, 2004, BRANDAO, 2008;: TRINDADE; CAMPOS, 2011).

O programa utiliza o sistema operacional Linux e tem arquitetura cliente/servidor, utilizando a
internet como canal de comunicagdo para que o célculo estocastico possa ser executado em
computadores de maior velocidade de processamento, melhorando consideravelmente o
tempo de resposta do sistema e minimizando os custos de implantacdo e manutencdo do
mesmo (TRINDADE; CAMPOS, 2004; BRANDAO, 2008).

Ap0s a construcdo, nesse caso, do coracdo em modelo de voxel, o SISCODES funciona como
uma interface, convertendo o modelo a outro formato, de maneira que o0 MCNP realize a
leitura. Assim, o transporte das particulas atraves dos voxels e a interacdo das mesmas com o
tecido séo avaliados. Entédo, 0 MCNP devolve ao SISCODES os dados obtidos da simulagéo,
como a dose absorvida em cada voxel, ou o numero de particulas incidentes por unidade de
area, a fluéncia. Dessa forma o SISCODES é capaz de gerar as curvas de isodoses no modelo,
gue sdo apresentadas em cores que representam a porcentagem de dose absorvida ou de

fluéncia, dependendo do que foi solicitado ao MCNP durante a simulagéo.
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5 SIMULADORES FiSICOS PARA DOSIMETRIA

5.1 Desenvolvimento do simulador fisico do coracao

Devido a complexidade de avaliar a dosimetria da técnica de perfusdo do miocéardio, se faz
necessario o desenvolvimento de simuladores fisicos do coragdo. Esses ndo existem
disponiveis e devem entdo ser preparados para tal fim. Nesta etapa sera apresentada a
elaboracdo de um objeto simulador fisico do coragdo, construido a partir de moldes e tecido

equivalente.

5.1.1 Métodos e Resultados

Para a reproducdo do tecido cardiaco-equivalente foi seguido um protocolo pré- existente
elaborado no NRI, que consistiu em incorporar compostos quimicos sollveis, ditos aditivos,
constituido de nitrogénio, oxigénio, hidrogénio, ferro, potassio, dentre outros, em proporcéo
estequiométrica necessaria para compor os tecidos do coragdo. Foi usado como base Agar-
agar em solucdo aquosa. Nesta tentativa, foi observado que o tecido cardiaco-equivalente
reproduzido apresentou caracteristicas de instabilidade em sua estrutura fisica e quimica,
principalmente reducdo de volume em funcéo da temperatura. Necessitou-se entdo de novos
aprimoramentos para torna-lo mais estavel e compativel a exposicdo ao meio ambiente e ao

desgaste ao longo do tempo cronoldgico.

Os testes foram realizados substituindo a agua destilada por latex de uso industrial associado
aos compostos quimicos aditivos. A mistura era aquecida em agitacdo, agitador-aquecedor
mod.258, a temperatura de 70 °C. Quando aquecido em estufa, 8 mesma era programada para
60 °C em 60 min com rampa de 2,5 °C/min™ . Os compostos quimicos constituintes da
mistura foram: carboximetilcelulose (sal sédico), acetato de Aménio P.A. (CH3COONHy,),
sulfato de aménio P.A. ((NH4), SQy), potassio monobasico P.A. — ACS (KH,PQ,), cloreto de
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amonio (NH4CI); associados a agua destilada ou latex (uso industrial — casa da resina) e
aquecidos em estufa para esterilizacdo e secagem e/ou agitador.

Entdo, na formacdo do fantoma de coracdo, a composi¢cdo de carbono foi aumentada com a
introducdo de grafite em pd; assim, foram utilizados os seguintes produtos: NHg, (NH4)2SO,,
NH4H,PO,4, CisH3NagO,7, NaH,PO,4, KCI, NaCl, grafite em pd e latex de uso industrial.
Todos os compostos foram misturados e pré-aquecidos. Apds o processo de modelagem do
o0rgdo, a mistura foi vertida em forma de moldagem. A forma foi entdo levada a estufa durante
aproximadamente 80 min, a uma temperatura de 80 °C. Esta etapa se repetiu, com

preenchimentos graduais, quantas vezes foi necessario para a construcdo do 6rgéo.

Ap0s secagem, o0 orgao sintético foi preenchido internamente com uma mistura de Agar-agar
diluido com compostos quimicos, similar ao sangue e fechado juntando as partes. O 6rgao
sintético preenchido foi entdo, submetido a testes radiograficos em raios-X convencional e
tomografia computadorizada, para avaliagdo da resposta radioldgica comparativa. Foi feita
analise comparativa anatémica das estruturas, do tecido cardiaco-equivalente e da densidade
radioldgica.

As figuras 11, 12, 13 e 14 demonstram os resultados encontrados. A figura 11 representa
amostras do tecido cardiaco-equivalente a base de elastdmero, onde todas as cinco amostras
apresentam consisténcia e densidades adequadas.

Figura 11. Amostras dos tecidos cardiaco-equivalentes a base de elastdbmero.
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A figura 12 mostra uma imagem representativa de como foi feito o molde para o simulador

fisico do coracdo em silicone.

Figura 12. Imagem representativa de como foi feito o molde para o simulador fisico do coragdo em silicone.

A figura 13 mostra uma das etapas de desenvolvimento do simulador fisico do coracdo, onde
o tecido cardiaco-equivalente foi colocado no molde de silicone, e levado a estufa, como

descrito anteriormente.

Figura 13. Modelos preenchidos do simulador fisico do coragéo, desenvolvimento apds secagem em estufa. Vista
do interior e ap6s fechamento das partes, respectivamente.
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A figura 14 mostra vista posterior do simulador fisico do coragcdo completo, e sua respectiva

imagem tomografica em corte axial, bem como, imagem tomografica das amostras.

Figura 14. Vista posterior do fantoma do coracdo completo e sua respectiva imagem tomogréfica em corte axial.

Diante desses resultados concluimos a possibilidade da construgdo do fantoma fisico, dito
simulador fisico do coracdo, através de tecido equivalente a base de elastémero. O protétipo
desenvolvido permitira ser empregado em processos dosimétricos a serem executados no
grupo de pesquisa NRI. O simulador fisico do cora¢do seré incorporado ao fantoma de tdrax
para fins de dosimetria cardiaca em radioterapia, radiologia e cintilografia de perfusdo do

miocardio.

5.2 Simulador tridimensional via Invesalius 3D

Para a realizacdo do estudo de desenvolvimento grafico do sistema vascular torécico para fins
de reproducéo de biomodelos, foi utilizado um software pablico, dito Invesalius. Este codigo
permite criar modelos virtuais tridimensionais de estruturas anatdmicas, a partir de imagens
bidimensionais em formato DICOM (do inglés, Digital Imaging Communications in
Medicine) providas de tomografia computadorizada e ressonancia magnética. O software
auxilia no diagnostico, planejamento cirdrgico, ensino, pesquisas, e oferece ferramentas de
computacdo grafica e processamento de imagens. Com base em exames de ressonancia
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magnética e tomografia computadorizada, os prototipos sdo gerados. Embora essa técnica de
biomodelagem seja relativamente nova na area médica, os resultados tém demonstrado
satisfatorios em cirurgias bucomaxilofaciais e de reconstrucdo craniofacial. O software é
aplicado também nas &reas de antropologia, paleontologia e veterinaria (GORNI, 2001).

O Invesalius foi criado visando facilitar o planejamento de cirurgias complexas com o auxilio
da computacdo grafica e da prototipagem rapida, por pesquisadores da Divisdo de
Desenvolvimento de produtos do Centro de Tecnologia da Informacdo Renato Archer, em
agosto de 2001, sob o titulo de Prototipagem Répida na Medicina — ProMed. O projeto
ofereceu um conjunto de solucdes inovadoras, modelos virtuais tridimensionais e protétipos
de partes do corpo. O termo prototipagem rapida designa tecnologias usadas para se fabricar
objetos fisicos a partir de fontes de dados gerados por sistemas computacionais. Esses
métodos sdo proprios, pois agregam materiais, de forma a constituir o objeto desejado.
Oferece-se assim a vantagem do prot6tipo para auxilio visual e testes prévios (SILVA, 2010).

Inicialmente, o programa era distribuido gratuitamente, mas com distribuicdo rigorosa de
quem o utilizava. A partir de novembro de 2007 o Invesalius foi disponibilizado como
software livre no Portal do Software Publico (www.softwarepublico.gov.br), consolidando

comunidades de usuarios e desenvolvedores (SILVA, 2010).

O nome Invesalius € uma homenagem ao médico belga Andreas Vesalius (1514-1564),
considerado o "pai da anatomia moderna”. Trata-se de uma ferramenta simples, livre e
gratuita, robusta, multiplataforma, com comandos em portugués, com funcdes claras e diretas,
de facil manuseio (SILVA, 2010).

O uso das tecnologias de visualizacao e analise tridimensional de imagens médicas, integradas
ou ndo a prototipagem rapida, auxiliam o cirurgido no diagnéstico de patologias e permitem
qgue seja realizado um planejamento cirtrgico detalhado, simulando com antecedéncia
intervengdes complexas, que podem envolver, por exemplo, alto grau de deformidade facial
ou a colocacdo de préteses (FOGGIATTO, 2006; SILVA, 2010).
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5.2.1 Métodos e Resultados

Para a manipulacdo das imagens sdo necessarios softwares ou programas biomédicos
especificos. Os principais softwares utilizados em prototipagem biomédica sdo o Analyze®
(Mayo Foundation, EUA), o MIMICS® (Materialise, Bélgica) e o Biobuild® (Anatomics,
Australia). Esses programas apresentam algumas funcdes basicas para o processamento e
conversdo dos arquivos de imagens, e Sa0 necessarios, pois 0s arquivos de imagens gerados
pelo aparelhno de Tomografia Computadorizada representam cortes 2D e s&o salvos no
formato DICOM. Porém, para a constru¢cdo de um biomodelo a estacdo de prototipagem
necessita de arquivos 3D, preferencialmente no formato STL, ou arquivo de estereolitografia
que é classificado, geralmente, como um arquivo CAD (do inglés, computer aided design),
usado como o formato padrdo de design estereolitografia, que é conhecido como a tecnologia
desenvolvida para processos de prototipagem rapida, producdo e desenvolvimento de
componentes digitais 3D, foi o primeiro sistema de prototipagem desenvolvido e, devido ao
pioneirismo dessa técnica, o termo estereolitografia € até hoje amplamente utilizado como
sinbnimo de prototipagem réapida, sendo seu formato padrdo. Como mencionado
anteriormente, atualmente ja existe um software nacional, o ProMed desenvolvido no
CenPRA que atende as funcdes bésicas para integrar equipamentos de imagens biomédicas e
prototipagem répida, associado ao tratamento de imagens e visualizacdo tridimensional
(MEURER et al., 2007).

As imagens no formato DICOM de uma angiotomografia de aorta toracica e de aorta
abdominal adquirida através do exame de tomografia computadorizada, foram tratadas por

filtros computacionais e importadas para o sistema Invesalius.

A angiotomografia das artérias corondrias € realizada com aquisicdo helicoidal com 0,6 mm
de espessura, durante a administracdo de cerca de 70 mL de meio de contraste iodado em via
periféerica. A angiotomografia do tdrax com gating cardiaco, isto €, monitoramento com o
ciclo cardiaco, permitiu a avaliacdo simultanea dos pulmdes e do aparelho cardiovascular em
um Unico método ndo invasivo e de forma extremamente rapida, possibilitando o diagnostico
diferencial de patologias potencialmente fatais como o tromboembolismo pulmonar, a

disseccdo da aorta a isquemia coronariana. Entdo, através da angiotomografia como método
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diagnostico de tomografia computadorizada das artérias, ndo invasivo, cuja formacdo de
imagem depende da atenuacdo radiografica dos tecidos e dos meios de contraste para a
visualizacdo da imagem, é possivel a reconstrucdo tridimensional das imagens em alta
definicdo (SVENSSON; CRAWFORD, 1992).

Ao instalar o Invesalius, um icone é criado na area de trabalho. Com o programa aberto,
inicia-se o trabalho de segmentacdo clicando sobre o arquivo e em seguida importando as
imagens DICOM, que € o formato padrdo de arquivo gerado por equipamentos de imagens

médicas.

Com o software Invesalius e arquivos contendo os cortes coronais de tomografia
computadorizada, as imagens foram carregadas para visualizacdo. Para cada corte foi
realizado o trabalho utilizando as ferramentas avancadas de edi¢do designadas como, tipo,
tamanho e operacdo do pincel. Foi definida a op¢ao “apagar” para excluir as partes ndo
relevantes mantendo as estruturas de interesse, que no caso € o sistema vascular toracico
disponibilizando-o para as tarefas de selecionar, segmentar e manipular para entdo atingir o
objetivo de construcdo do volume total 3D que é exportado no formato STL, permitindo

assim ser manipulado para construcao e desenvolvimento do biomodelo.

Os resultados podem ser observados nas figuras 15 e 16. A figura 15 mostra 0 modelo inicial
de imagem em corte coronal importada DICOM do exame de angiotomografia de aorta
toracica, a area em lilas representa tecido muscular adulto, e as regifes externas a
vascularizacdo em tom de cinza claro sdo 6rgdos sem relevancia. Os tons de branco

identificam o0s 0ss0s, e 0 contraste utilizado no exame para melhor visualiza¢do dos vasos.
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Figura 15. Modelo inicial de imagem em corte coronal importada DICOM de uma angiotomografia de aorta
toracica.

A figura 16 exemplifica o trabalho de manuseio das imagens importadas, através das
ferramentas oferecidas pelo software publico Invesalius, que disponibilizam tarefas de
alteracdo de cor do tecido muscular, bem como permite apagar areas ndo relevantes para o

objetivo de reconstrugdo de imagem em volume 3D.

Figura 16. Modelos finais de imagens em cortes coronais importadas DICOM de uma angiotomografia de aorta
toracica para construgao do volume.

72



A figura 17 € uma representagédo do resultado final, isto €, reconstrucdo das imagens DICOM
da angiotomografia importada para o programa Invesalius, selecionadas, segmentadas e
direcionadas ao sistema vascular toracico. A cor vermelho escuro e azul mostradas na figura
17 com o resultado em volume tridimensional representam as regifes consideradas
vasculares.

Figura 17. Imagem final representativa do volume 3D

O programa de manipulacdo de imagens, Invesalius, ainda requer algumas melhorias que
permitam uma melhor delimitacdo dos tecidos a serem reproduzidos. Essa deficiéncia nao
comprometeu a reprodugdo do modelo em STL, entretanto, sua transferéncia para

prototipagem ficou comprometida por falhas do software que ndo foram solucionadas.

Foi possivel concluir que é viavel o desenvolvimento de moldes do coracdo a partir da
prototipagem rapida utilizando o cédigo Invesalius. O tempo de desenvolvimento do molde é
significativamente reduzido, comparado com a técnica de modelagem manual. A fidelidade
comparativa anatbmica do mesmo é muito maior, com precisdo na reproducéo de detalhes da

estrutura em estudo. O arquivo do modelo em STL foi elaborado e esta disponivel no NRI.
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6 DOSIMETRIA EM CINTILOGRAFIA DE PERFUSAO DO
MIOCARDIO COM TALIO-201

O objetivo da cintilografia de perfusdo do miocérdio é investigar se uma area do coracao
possui ou ndo viabilidade, ou seja, se estd vidvel significa que apresenta areas infartadas
locais ndo lesionadas que poderdo se recuperar atraves de infusdo de fluxo sanguineo gerado
pela revascularizacdo (GAMBHIR, 2001).

Apesar da ampla utilizacdo do exame de cintilografia de perfusdo do miocardio, a distribuigdo
da dose espacial no miocardio é pouco estudada, talvez devido a complexa dindmica do
radiofarmaco em cada estrutura anatémica. O talio-201 tem sido usado clinicamente por mais
de duas décadas, sem levar em consideragdo seus possiveis efeitos deterministicos das

radiacdes no musculo cardiaco.

6.1 Métodos

Foi utilizado um conjunto de cortes axiais de imagens radiologicas de tomografia
computadorizada para construgdo do modelo computacional do coracdo em voxel com o
cédigo SISCODES. Este conjunto, depois de exportado para o cédigo MCNP, serviu como
base para investigacdo dosimétrica espacial do talio-201, distribuido no coracdo para 0 exame

de cintilografia de perfusdo do miocardio.

6.1.1 Modelo do coragdo para cintilografia de perfusdo do miocardio

Foi selecionado um conjunto de imagens contrastadas de tomografia computadorizada do
coragcdo com morfologia normal. O contraste foi importante, pois permitiu a separagéo de
varias estruturas cardicas. As imagens foram adquiridas a partir de um conjunto de cortes

tomograficos do toérax de um adulto. A partir de 355 cortes axiais da tomografia
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computadorizada, 60 imagens foram selecionadas, cada uma representando uma camada de 2
mm, incluindo o coracdo e 0 mediastino que sdo as regides de interesse. Essas imagens foram
obtidas através do formato DICOM (do inglés, Digital Imaging and Communications in
Medicine), que € o padrdo para armazenamento e transmissao de imagens médicas (DIGITAL
IMAGING AND COMMUNICATIONS IN MEDICINE, 2006).

O conjunto de imagens foi selecionado limitando a regido do coracdo, entdo convertidas em
modelo de voxel dos tecidos pelo SISCODES. As imagens foram convertidas do formato
DICOM para o formato JPEG devido a compatibilidade, e também convertidas para modelo
tridimensional em escala de tons de cinza. Esse foi preenchido pelos tecidos com suas
composicdes quimicas e densidade de massa, disponiveis no banco de dados do SISCODES,
juntamente com informagdes nucleares descritas de acordo com a ICRU-46 (ICRU, 1989).
Cada tecido teve uma cor associada, seguindo a identificacdo dos diferentes tecidos usados no

modelo.

Apos a identificacdo de cada 6rgdo e tecido, o protocolo de dosimetria foi simulado, com
informagdes da fonte radioativa. Cada voxel do musculo cardiaco recebeu, no SISCODES,
uma fonte distribuida de talio 201. E a atividade por unidade de massa foi homogénea para
todo o miocérdio, 0 que é uma simplificagdo da complexa dinamica do t&lio 201 no corag&o.

O espectro gama do TI-201 foi especificado de acordo com a literatura MIRD-ICRP, 1983.

O arquivo de entrada resultante foi simulado no cédigo MCNP5 (MCNP-X5, 2003). No
transporte de particulas, cada uma das particulas emitidas pelo TI-201 é acompanhada através
de suas interacBes até algum evento terminal como absor¢do ou escape. As simulacGes
acompanham os efeitos de espalhamento junto ao torax e pulmdo que s@o essenciais no
processo de deposicdo de energia. Depois da simulacdo, a saida foi exportada para o codigo
SISCODES onde as curvas de isodose representativas da distribuicdo espacial de dose e o

histograma dose versus volume foi obtido.

A avaliacdo da dose absorvida em cada voxel do coracdo pode ser obtida multiplicando o

valor da simula¢do do MCNP (r), em Gy por transicdo, pela atividade injetada no paciente (A)
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em Bq, e pela integral da porcentagem da captacao do coracdo no tempo definido pela fungéo

p(t), nomeada fator de integracdo do tempo. Assim, a dose € expressa em:

tf
D=rA| p (1) dt
b ©)

A funcéo p(t) € influenciada por dois mecanismos distintos: o decaimento do radioisotopo TI-
201 e a dinamica clinica do radiofarmaco. Ambos 0s mecanismos tem comportamento

exponencial, tal que p(t) pode ser expresso pela funcdo biexponencial (CEMBER, 1983):

In @)t In@)t
IO(t)=CO-e( o )+C2-e( cs ) ©)

onde C1 e C3 sdo constantes relativas para a meia vida da cinética do radiofarmaco e do
decaimento radioativo, e CO e C2 sdo parametros que medem cada termo da exponencial.

Validagéo

Devido a dificuldade de afluir in vivo medidas de dose diretamente ao masculo cardiaco, a
validagdo com os resultados experimentais, ndo foram elaborados. Mas, permitiram comparar
a dose absorvida calculada através de um método computacional, com um método analitico
simplificado. Entdo, a taxa de dose no modelo de voxel do MCNP pode ser comparada
analiticamente baseando em um modelo simplificado do coracéo.

Para uma distribuicdo uniforme de gamas emitidos pelo isétopo, a taxa de dose (DR)

equivalente no centro da esfera (representando o coracdo) para o radionuclideo € dada por:
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DR=C.T.S 7)

Em que C é a concentracdo do radioisétopo em unidade de Bg.cm ™3, T’ (Gam4o) é a emiss&o
gama especifica referente a emissdo de raios gama, e S o fator geométrico em unidade de
metro (CEMBER, 1983).

_4n (1- e #")
K (8)

S

Em que u é o coeficiente de absorcdo de energia e r o raio da esfera (HUBBELL, 1969).

O fator I relaciona a atividade e taxa de exposi¢do de um dado radionuclideo especifico. O

fator T é definido como:

r :E dKair
o A\ dt

(9)

onde (dK,/dt); é a taxa de kerma no ar devido a fétons de energia maior que ¢, para uma
distancia | de uma fonte pontual de atividade A. A unidade Sl para Is é J m* kg * que se
transforma em Gy m® s * Bq %, depois da conversdo. Substituindo o kerma no ar na Eq.5, I

pode ser escrito como:
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[’:iz ﬂ pIE

o I
47t p (10

em que p é a densidade méssica, p; é a probabilidade de emisséo de fotons e E; a energia do
foton para a emissdo i no decaimento do TI-201, somado para todas as emissées de fétons.
I's foi calculado usando dados de coeficiente massico de transferéncia de energia no ar e
dados da taxa de emissd@o no processo de decaimento do nuclideo TI-201. O subscrito o0

implica que apenas fotons cuja energia € superior a 10 keV sdo incluidos no célculo.

6.2 Resultados
Os tecidos do modelo de voxel do coracdo foram previamente inseridos na base de dados do

SISCODES. A tabela 2 mostra algumas caracteristicas dos tecidos usados no modelo, tais

como sua densidade de massa e sua porcentagem em peso de produtos quimicos.
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Tabela 2 — Composi¢do quimica e densidade de cada tecido presente no modelo voxel.

Tecidos digfggi()je composicdo quimica (Concentragao em % de massa)

Ar C Ca Cl Fe H K N Na O P S
Aorta 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 0.0 0.20
Aorta ascendente 1.06 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 010 0.20
Aorta descendente 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 0.10 0.20
Ar 1.20x10° 093 000 000 000 000 000 000 7812 000 2095 000 0.00
Artérias 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 0.10 020
Carétida 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 0.10 020
ﬁgz:::Pulmonar 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 010 0.20
Artéria Subclavia 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 0.10 020
Atrio 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 0.10 020
Siiz?t‘g“mp”mipa' 030 000 990 000 030 000 960 000 220 050 7440 220 090
eBSrg’LTeqr‘éié’p””Cipa' 030 000 9.90 000 030 000 960 000 220 050 7440 220 0.90
Calcificacdes 100 000 000 39.90 000 000 020 000 000 000 4140 1850 0.00
Coronérias 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 010 0.20
Esofago 105 000 1150 000 020 000 1060 010 220 010 7510 0.0 0.10
Figado 106 000 1390 000 020 000 1020 030 300 010 7510 0.0 0.0
Msculo Cardiaco 104 000 1430 000 010 000 1020 040 000 010 71.00 020 0.30
Muisculo esquelético 105 000 1430 000 010 000 1020 040 000 010 7100 020 0.30
Corpo 6sseo vertebral 118 000 000 3990 000 000 020 000 000 000 41.40 1850 0.00
Costela 320 000 000 39.90 000 000 020 000 000 000 41.40 1850 0.00
Esterno 110 000 4150 000 020 000 1050 020 340 000 4390 0.10 020
Pele 100 000 2040 000 030 000 1000 010 420 020 6450 010 020
Pulméo 026 000 1050 0.00 030 000 1030 020 310 020 7490 020 0.30
Tecido Adiposo 095 000 59.80 000 010 000 11.40 000 070 000 000 27.80 0.10
Traqueia 110 000 990 000 030 000 960 000 220 050 7440 220 0.90
Veia cava inferior 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 010 0.20
Veia cava superior 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 0.0 020
Veia pulmonar direita 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 0.10 020
Veiapulmonar esquerda ~ 1.06 000 11.00 000 030 000 1020 000 3.30 010 7450 010 0.20
Veia hepética 106 000 11.00 000 030 000 1020 000 330 010 7450 010 0.20
Ventriculos 106 000 11.00 000 030 010 1020 020 330 010 7450 010 0.20
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A figura 18 mostra respectivamente, imagem da tomografia cardiaca, simulacdo de dose
absorvida em modelo de voxel do coracdo em duas e trés dimensdes. Nessa estdo
apresentadas algumas se¢Ges do modelo de voxel do coracdo no plano XY vistos pela
interface SOFT-RT do SISCODES, interface utilizada para representacéo tridimensional dos
modelos de voxels, em trés perspectivas diferentes.

Figura 18. Imagens de tomografia do coragdo, modelo em voxel SISCODES e interface SOFT-RT em trés
dimensdes, respectivamente.
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A figura 19 apresenta a legenda utilizada com as cores e seus respectivos tecidos.

- aorta ——_—] calcificacoes

- aorta descendente :] coronaria

I; ar externo - esofago

- arteria carotida comum esquerda - figado

- arteria pulmonar - musculo cardiaco
- arteria subclavia direita - musculo esqueletico

- arterias - musculo pessoa
- atrio :} 05880 corpo vertebral

- bronquio lobar inferior direito [:] 0880 costela

bronquio principal direito - 0SS0 esterno

- bronquio principal esquerdo :] pele

- veia braquiocefalica direita pulmao sadio

- veia cava inferior pulmao sadio coelho
- veia cava superior [:I tecido adiposo adulto
- veias hepalicas D tecido conjuntivo frouxo

Bl venticuios B vequeia

Figura 19. Legenda das cores e respectivos tecidos.

Na figura 20 esté representado o modelo em voxel que foi exportado do SISCODES para 0
MCNP5, no qual foram realizadas as simulacGes, como mostra as sec¢Ges nos

posicionamentos axial, sagital e coronal.

T
T
T

T
T
NN

Figura 20. Se¢des do modelo de voxel do coracdo na interface do MCNP5.

81



O percentual de dose absorvida representada por curvas de isodose, na figura 21, teve como
referéncia o valor maximo de 2,11x10™ Gy por radionuclideo. Todos os valores s&o
normalizados ao valor méximo. Uma tabela correlaciona cor e tecido, bem como os intervalos

de dose normalizados atribuidos a cada cor foram escolhidos para gerar imagens similares a

aquelas obtidas a partir das imagens do miocardio com SPECT.

o Bl Bl>5% [ >25% [ |>35% [ Not calculated
-3 B> Il [ ]>30% [ |>55%

Figura 21. Porcentagem em aéreas de isodose dos valores de distribuigdo nas sec¢des do coragao

A Figura 22 apresenta os resultados de dose no miocérdio tomados em diferentes secdes do
modelo. Nesta mesma figura, em vistas similares, estdo as distribui¢cdes de dose em graus de

cinza, sendo que neste caso o valor maximo é assumido em cor branca e 0 minimo em preto.

Figura 22. Imagem do coracdo depois do filtro e convertida a escalas de cinza com contraste.
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Para obter a dose transmitida a equacéo (5) foi aplicada. O CO, C1, C2, C3 na equagéo (6)
foram obtidos por ajustes de dados experimentais ndo linear em fungdo do tempo de captacdo
do coracdo, apresentado por Bradley-Moore et al. (1974). Esses dados sdo mostrados na
tabela 3.

Tabela 3 — Dados experimentais de Bradley-Moore et al. (1974), da captacdo cardiaca do talio em funcéo do
tempo.

Tempo apos injecdo  Captacdo do coragéo

talio (s) (% de atividade
injetada)

600 3,65
1500 3,70
6300 3,00
7800 2,96
72000 0,58
230400 0,27
604800 0,08

Os valores obtidos foram: CO = 3,322053; C1 = 17637,7; C2 = 0,479739 e C3 = 252497.

Entdo a dose transmitida sobre esse procedimento foi avaliada como se segue:

D=rA-L [ 3.32053e( ~In(2) j + 0.479739e(_ In(2) )dt (11)
100 % 17637.7 252497

O termo 100! existe porque os dados experimentais foram expressos em percentual total de
atividade injetado. Os limites da integral t; e t;s&o t; = 0 s no momento da injecéo do °*Tl, e
= 2624832 s correspondendo a dez meia-vidas do “*TI. O resultado da integral foi de
259121,36 s.

Como mostrado na figura 21, as curvas de isodose sdo dispersas no masculo cardiaco
dificultando a interpretagdo, dessa forma foi importante a constru¢do de um histograma dose

versus volume.
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A figura 23 representa o histograma da relacdo entre dose absorvida para o percentual de
volume, considerando uma injecdo de 148 MBq (4 mCi) de *™TI. Pode-se ver que, quase
100% do volume do coracdo recebe pelo menos 0,1 mGy; sendo que, 90% do musculo
cardiaco e 75% da artéria coronaria recebem cerca de 0,4 mGy; bem como, 70% do musculo
cardiaco e 55% da artéria coronéria recebem cerca de 0,6 mGy, e menos que 10% do musculo
cardiaco e 5% da artéria corondria recebem dose maior que 1 mGy.

O ponto maximo da dose absorvida pelo musculo cardiaco foi de 2,64 mGy e o0 ponto maximo
da dose absorvida para a artéria coronéria foi de 1,23 mGy. E quando comparado, observa-se

que, 0 musculo cardiaco recebeu maior dose do que a artéria coronéria.

100 ~

10 A —m—Musculo Cardiaco%

——Artéria Coronaria :

Volume (%)
'_\
|

o
[y
|

0.01 +

0.001

I I I I
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Dose (mGy)

Figura 23. Histograma da relacéo entre dose absorvida e porcentagem em volume

Validacgéo

O coracéo foi representado por uma esfera de tecido de raio de 4,5 cm e massa de 0,4 kg com
o radionuclideo talio distribuido de maneira homogénea. O coeficiente de atenuacdo de massa
(u/p) é de 0,0280 cm?g™* a 70 keV, com percentual de emissdo gama méximo de 37%, e
musculo cardiaco com densidade massica p de 1,05 g.cm>. Da equacdo 10, a constante
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especifica I para o 2Tl foi 4,7 Rh™*mCi a 1 cm, onde o coeficiente de absorcao da energia do

masculo cardiaco, p, foi de 0,0294 cm™ e o fator S, equacdo 8, foi de 52,97 cm.

Portanto, de acordo com a equacgdo 7, a taxa de dose (DR) foi avaliado multiplicando: 4,7
R.cm®h™.mCi™?, 52,97 cm e 0,0003877 mCi.cm ™2, o que significa (DR) de 0,09657 R.h "%, A
fim de converter unidade (DR) ou taxa de dose para Gy, a relacdo R/Gy igual a 0,00877 foi
aplicada. Entéo, (DR) foi de 0,0008469 Gy.h™*.

A dose transmitida D pode ser encontrada multiplicando DR pelo fator tempo integral, como
mostra a equacdo 5. Representando 3,7% da captacdo do coracdo referente a atividade
injetada de 148 MBq, o equivalente a 4 mCi. A dose D pode ser encontrada multiplicando
0,0008469 Gy.h™* por 2591,2136 s e pelo fator de conversdo de h.3600 *.s™* fornecendo
0,6095 mGy da dose transmitida.

Dessa forma, obtendo a dose por calculo analitico de 0,6095 mGy. E pelo histograma a dose

para 50% do volume cardiaco tomado no modelo de voxel do coracéo foi de 0,670 mGy.

Esses valores estdo na mesma ordem de grandeza e diferenciam em 9%.
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6.3 Discussao

O Comité MIRD desenvolve meétodos padronizados, modelos, hipdteses e esquemas
matematicos para avaliar doses internas de radiacdo de radiofarmacos administrados. A
abordagem MIRD simplifica o problema da dose para avaliar diversos radionuclideos, cada
um com as suas caracteristicas e propriedades radiolégicas quimicas, como compostos
relacionados ao ambiente biol6gico, que sdo altamente diversificados, representado pelo
corpo humano, os 6rgdos internos, os tecidos e os compartimentos de fluidos diferentes. A
virtude da abordagem MIRD é que ela reduz sistematicamente analises complexas de
dosimetria com métodos que sdo relativamente simples de utilizar, incluindo ferramentas de
software para utilizacdo experimental e clinica (SNYDER et al., 1975). A Comissdo
Internacional de Protegdo radiolégica — ICRP adaptou cada metodologia seguindo referéncia
semelhante (ICRP, 1983).

O esquema MIRD adaptou o modelo antropormofico adulto de 70 kg e dosimetria realizada
multiplicando absor¢édo e transmitindo fatores para cada 6rgdo e tipo de radionuclideo, que é
proporcional a funcdo de captacdo de acordo com o objetivo estabelecido e fonte. MIRDOSE
(STABIN, 1996), DOSCAL (SGOUROS et al., 1988), MABDOS (JOHNSON et al., 1999),
sdo softwares que auxiliam na aplicagdo do método MIRD em medicina nuclear. Esse método
fornece uma média da dose equivalente no 6rgdo alvo, ndo se refere a dose maxima.

Neste caso, a distribuicdo da dose espacial pode ser conseguida pela simulagcdo do modelo de
voxel, discriminando a dose em outra parte especifica de cada 6rgao, como artéria coronaria,
por exemplo. Cada melhoria pode contribuir para especificar o efeito deterministico da
radiacdo no musculo cardiaco, especialmente em relagdo a modulacdo da matriz
metaloproteinases — MMPs, proteinas ativadas por proteases contidas nos mastocitos.
Segundo Boerma et al. ( 2010), os mastocitos podem estar relacionados diretamente as

doencas cardiacas induzidas por radiacéo.

Atkins et al. (1977) e Krahwinkel et al. (1988) forneceram o0 maximo de captacéo do °*Tl em
6rgdo humano, apresentando 0,15% — 3% da atividade administrada. Entretanto, Gupta et al.
(1981) e Hosain (1981) demonstraram altos valores para captacdo testicular até 14h de 0,8%-

1%. Essas altas doses resultaram em maior preocupacdo com individuos mais jovens, sobre
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aplicacdes do 2°*TI. Em futuro préximo, o presente modelo podera ser aplicado para validar

tais resultados.

Em relacdo & imagem, radionuclideos contaminantes como o 2°TI, %?Tl e ?**Pbh podem
oferecer preocupacdo. Porém, os mesmos contribuem pouco & dose transmitida ao coragéo,
sendo 1% para 0 °°Tl e 2Tl e 0,1% para **Pb. Portanto, esses contaminantes ndo foram

incluidos neste estudo.

O esquema MIRD apresenta a dose efetiva em Sievert — Sv, e é seguido por varios autores.
Assim, por esse metodo, a parede do coracao apresenta 0,23 mSv, 0,28mSv e 0,25 mSv de
acordo com ICRP (1988), Radiation Internal Dose Information Center — RIDIC e Thomas et
al. (2005).

Os presentes calculos forneceram as doses transmitidas em unidade de Gray - Gy. Nao foi
avaliada a dose efetiva em unidade de Sievert - Sv. Nesse caso, em Sv, séo utilizados fatores
de ponderacdo. J& o presente estudo ndo gerou a média de dose no érgdo especifico, mas a
distribuicido espacial da dose absorvida pelo miocardio, devido a atividade da fonte nesse
orgdo. Tal estudo deve contribuir para elucidar a dose nesse tecido e sua relacdo com
possiveis efeitos deterministicos. Em trabalhos futuros pode-se adicionar a contribui¢do da

dose devido a contribuigdo da captagdo em outros 6rgaos.

De acordo com Einstein et al. (2010), altas doses efetivas cumulativas estimada para varios
pacientes submetidos a cintilografia de perfusdo do miocéardio sdo relevantes a nivel
radioldgico, especialmente para pacientes que devem repetir o exame. Mais de 30% dos
pacientes recebem uma dose acumulativa estimada em 100 mSv de dose efetiva. A média
cumulativa estimada de dose efetiva para exame de cintilografia de perfusdo do miocéardio é
de 28,9 mSv (IQR 27,9 — 55,6 mSy; significa [média], 44,6 [6,5-406,9]mSv).

Esses altos valores de doses cumulativas podem trazer preocupacdo para 0S riscoS
estocasticos, o gue significa que em um so6 evento de radiacdo, sem limiar de dose definido, é
suficiente para produzir dano irrepardvel. A presente metodologia lida com a avaliacdo da
dose absorvida no miocardio por voxels. Com efeito, 0 método proporciona esse estudo
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discriminado espacialmente no miocardio, que pode ser correlacionada com a dose efetiva

média no érgéo.

De acordo com Boerma e Hauer-Jensen (2011), Filopei e Frishman (2012), Boerm et al.
(2005), Lee e Mallik (2005), Giraud e Cosset (2004), Veinot e Edwards (1996), a doenga
cardiaca induzida por radiacdo — RIHD (do inglés, Radiation-Induced Heart Disease ), é
considerada um efeito colateral grave, quando o coracdo encontra-se exposto totalmente ou
parte dele no campo de radiacdo em radioterapia de tumores de parede torécica e peito. Os
efeitos incluem aterosclerose acelerada, fibrose do pericardio e miocérdio, anormalidades de
conducdo e lesbes nas valvulas cardiacas. Esses podem ser observados anos depois da
irradiacdo e ndo existe um método para prevenir ou reverter os danos causados nesse coragdo

pela radiacdo ionizante.

A cintilografia de perfusdo do miocardio pode ndo ser um indutor em potencial dos efeitos
induzidos pela radiacdo, mas, contudo radiacdo ionizante em doses pequenas é responsavel
por reducdo microscopica da densidade de capilares do miocardio, aumento da atividade da
matriz das metaloproteinases, degradacdo do colageno intersticial e disfuncdo do sistema
endotelial (SCHARPFENECKER et al., 2009).

Boerma e Hauer-Jensen (2010), verificaram alteragdes em modificadores de lesédo endotelial,
0 TGF-B (do inglés, transforming growth factor — beta), o RAS (do inglés, renin angiotensin
system), nervos sensoriais cardiacos e sistema endotelina, que sdo os peptideos responsaveis
por promover constricdo dos vasos sanguineos e aumento de pressdo arterial. Alteracbes que
podem contribuir para as manifestacbes da RIHD, ou doencas do coragdo induzidas por

radiacdo, como citadas anteriormente.

Toledo et al. (2013), realizaram estudo de investigacdo de pardmetros fenotipicos de
marcadores celulares induzidos por radiacdo em modelo animal, analisados por citometria de
fluxo, concluindo com importantes observacdes sobre a capacidade da radiagdo em induzir
diferencas fenotipicas entre linhagem de linfécitos, reducdo da subpopulacdo de células T
CD5 e CD4 com aumento da expressdao de CTLA-4. Demonstrando a relevancia de se

investigar e avaliar os efeitos deterministicos da radiagao.
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A discussdo apresentada corrobora os dados obtidos nos resultados desse trabalho.
Confirmando a importancia de pesquisas realizadas com o objetivo de melhor compreender os
efeitos deterministicos associados as doses absorvidas, quando um individuo € submetido ao

exame de cintilografia de perfusdo do miocardio.
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7 PHENOTYPIC BEHAVIOR OF PBMC FROM IRADIATED DOGS
BASED ON FLOW CYTOMETRY

(Artigo publicado em Journal of Biological Regulators & Homeostatic Agents. VVol.27, n.2,
p.309-317, 2013.)

The present paper investigates the phenotypic parameters of stimulation markers and cell
immunosuppression markers in an animal model using flow cytometry analysis. Six dogs
were exposed to 2, 4 or 6 Gy following a head and neck protocol. Samples of peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were collected before irradiation, representing standard values
for all dogs (control), and at 2 h, 18 h and 30d after irradiation. Such samples were separately
assessed for surface markers with the monoclonal antibodies anti-CD5, anti-CD4 and anti-
CTLA-4 by flow cytometry. A reduction in Tcell expression of CD5 and in the subpopulation
expressing CD4 and an increase in CTLA-4 expression were found. No statistically significant
differences were observed for the absorbed dose grouping, although the time kinetics was
recorded. Radiation induced phenotypic differences between the lymphocyte lineages,
reducing the CD5 and CD4 Tcell subpopulations and increasing CTLA-4 expression. The
findings demonstrate the relevance of investigating the immunophenotype of irradiated

subjects by examining the peripheral cell lineage.

7.1 Introduction

Immunophenotypic characterization has been the leading method for the determination of cell
lineages and of the degree of maturation under hematological conditions. The development of
a large spectrum of monoclonal antibodies and the enhancement of flow cytometry techniques
have occurred over the past 20 years, making the recognition of these cell lineages possible.
Flow cytometry can recognize phenotypic, biochemical and molecular differences between
cells (ALICE, 2001).
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lonizing radiation can produce structural changes in subsets of cells. Radiation can promote
genetic changes that stimulate cytokines and growth factors that act on tissues. Radiation may
also change the phenotype of circulating lymphocytes (KURUDIREK, et al. 2011).

Applied flow cytometry is a quantitative and sensitive method to evaluate apoptosis induced
by low-dose radiation in vitro in human peripheral blood lymphocytes. The time kinetics of
apoptosis were investigated and showed a statistically significant difference between control
and irradiated samples. Such a study illustrates the high sensitivity of the flow cytometry
method when applied to irradiated cells (HERTVELDT et al., 1997; LOUAGIE et al., 1998).
Additionally, the pro inflammatory cytokines IL-6 and IL-8 may be involved in the
inflammatory response of the vascular endothelium to exposure to ionizing radiation
(MEEKEN et al., 1997).

Further developments in flow cytometry assays, either alone or in combination, have led to
the definition of readily measurable cytometric parameters that are useful as predictive
markers for cellular responses to DNA-damaging agents (WILLIAM et al., 2001). The most
relevant cytometric methods currently used to analyze ionizing radiation effects were
previously discussed (BAATOUT et al., 2004). Particular attention has been devoted to the
following methods: the chromosomal aberration assay, the micronucleus assay, fluorescence
in situ hybridization chromosome painting, the comet assay, the comet-FISH assay and flow
cytometry (BAATOUT et al., 2004).

cDNA microarray hybridization technology has been used to monitor the transcriptional
response of human umbilical vein endothelial cells (HUVECS) to X-ray doses ranging from 2
to 200 cGy (LANZA et al., 2005). The results confirmed the physiological relevance of sub
lethal dose exposures to endothelial cells and strengthened the hypothesis that alternative
dose-specific pathways for radio adaptive responses exist in mammalian cells (LANZA et al.,
2005).

A simplified quantitative flow cytometry method to measure IR-induced y-H2AX in cells was
developed (KATAOKA et al., 2006). The method’s results demonstrated a strong correlation
with values obtained by a standard automated digital microscopic-foci analysis along with
NIH Image J custom macro software (KATAOKA et al., 2006).
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Additionally, it was observed that the inhibition of Mac-1 increases tumor responses to
radiation, reducing the recruitment of myeloid cells. Such results support the use of antibodies
as an adjunctive therapy to radiation therapy (AHN G-O et al., 2010).

lonizing radiation changes microRNA (miRNA) levels in human endothelial cells and also
exerts biological effects on cell growth and clonogenicity (MECHTHILD W-E et al., 2010).
Data also suggest that miRNAs, which are differentially expressed after irradiation, modulate
the intrinsic radiosensitivity of endothelial cells during subsequent irradiations. This finding
indicates that miRNAs are part of the innate response of the endothelium to radiation
(MECHTHILD W-E et al., 2010).

lonizing radiation induced significant changes in the miRNA expression profiles of three
types of gliomas and three squamous carcinoma cell lines (NIEMOELLER et al., 2011). The
functional relevance of these changes has not been addressed but should be analyzed in future
work, especially focusing on clinically relevant endpoints, such as radiation-induced cell
death, proliferation, migration and metastasis (NIEMOELLER et al., 2011).

A canine model has been applied to mimic and investigate the human immunesystem,
musculoskeletal system and nerve system and human molecular genetics and oncology
(BAUER et al., 2004; BETHGE et al.; 2003, CHRISTOPHER et al.; 2004, AKHTAR et al;
2004). A dog model has been applied to study radioimmunotherapy (BETHGE et al., 2003)
and organ transplantation modulated by irradiation (SHENGWU et al., 2007), but no radiation
therapy protocols have been investigated in a canine model. There is no knowledge of the
peripheral blood mononuclear cell (PBMC) responses to small-field and low-dose radiations
in a dog model, similar to radiation therapy protocols in human. Head and neck radiation
therapy addresses various geometric and radiation physical parameters that cannot be
reproduced in a small-sized animal model, such as a rat or mouse model. A field size of 5x5
cm to 15x15cm or a similar size, with a deep dose at 5 to 15 mm (electronic equilibrium),
provides a stable and reproducible irradiation field. A small size with a shallow deep dose is

impractical in mice when focusing on the head and neck, for example.

The present paper investigates the phenotypic parameters of stimulation markers and cell

immunosuppression markers in an animal model by flow cytometry, focusing on
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morphological cell changes and functional alterations in the immune system.

7.2 Methods and Materials

A group of six dogs was selected based on their small size and male sex, with weight 8,2; 8,0;
9,1; 7,5; 8,5; 9,2 kg; and cernelha height of 33; 35; 34; 28; 32; 35 cm, respectively. The
animals were maintained without restricting water and nutrition. The experiment was
approved by the Ethical Commission of Animal Experimentation — CEEA of CPPPA,
Medical Science School of Minas Gerais, protocol 001/2006. The irradiation protocol was
performed using Theratron-80 equipment cobalt-60 (Co-60), portal size of 13 x 17 cm? and
treatment depth of 2,5cm at the head and neck site) with eye protection and weekly dosages of
2Gy. Figure 24 provides a representative image of the irradiation area, addressing the
irradiation window and the protective area. The total absorbed dose received by the dogs was
as follows: 2, 4 or 6Gy. A time Kinetics table was adopted, in which TO represents the time
before irradiation, which is a standard value for all dogs (control); T2 represents 2 h after

irradiation; T18 represents 18 h after irradiation; and T30 represents 30 days after irradiation.

Figure 24 — Representative image of the irradiation area, depicting a window of 13cm x 17cm with eye
protection and including the entire head and neck.
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Anesthesia was intramuscularly administered to the subjects at the time of each irradiation
with 5 mg/kg Dopalen® (ketamine) and 2 mg/kg Rompum® (xylazine). Blood collection was
performed under anesthesia. The right femoral artery was punctured with a 25 x 7 mm needle
mounted on a disposable 20 mL syringe, so that 8 to 10 mL of blood was obtained each time.
Peripheral blood samples were collected before irradiation (T0) and 2 h (T2), 18 h (T18) and
30 days (T30) after irradiation. The PBMCs were separated and submitted to labeling with the
monoclonal antibodies anti-CD5, anti-CD4 and anti-CTLA-4 to evaluate the circulating T
cells, B cells and monocyte/macrophage lineage cells; the stimulation parameters; clonal
expansion; and the regulation of clonal expansion. The individual markers chosen in this
study (cell activation, immunosuppression and apoptosis) were analyzed by flow cytometry,

giving a precise count of the subsets of lymphocytes according to time kinetics.

The PBMCs were sorted following a procedure described by (GAZZINELLI et al., 1983)
heparinized blood was drawn in 50 mL tubes containing a mixture of Ficoll-diatrizoate (one
part Ficoll-diatrizoate and two parts blood). The mixture was centrifuged for 40 min at 400x g
at room temperature. After centrifugation, a ring of mononuclear cells was obtained at the
interface of the Ficoll and the plasma, which was carefully removed with the aid of a Pasteur
pipette and transferred into sterile conical 50 mL tubes. These tubes were filled with up to 50
mL of Minimum Essential Medium (MEM) and centrifuged for 10 min at 400 x g and 4
°C.The cells were washed twice with 30 mL of MEM. Finally, the cells were suspended in 2
mL of culture RPMI-1640 (GIBCO). A small amount of the cell suspension was fractionated
(1:20) in Turck’s solution, and the number of cells was determined by counting the cells in a
Neubauer chamber with the aid of an optical microscope. The concentration of cells was
adjusted to 10 x 10° cells/mL RPMI-1640 suspensions. All cells were manipulated under

sterile conditions in a laminar flow chamber.

The ex vivo immunofluorescence assays for the PBMCs followed the Becton Dickinson®
protocol, adapted to a 96-well plate. A volume of 25 L of a specific monoclonal antibody
against a cell receptor of interest was added to 96-well plates, labeled with fluorochrome and
fractionated 1:5 in flow cytometry buffer (PBS with 1% BSA, pH 7.4). In total, 25 pL of
mononuclear cells were assessed in each assay, corresponding to 250,000 cells per well. The
plates were incubated for 20 to 30 min at 4 °C away from light. The samples were washed
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once with 200 pL of 0,015 M PBS, pH 7.4, by centrifugation at 1,300 rpm for 7 min at 4 °C,
after which the supernatant was discarded. The samples were fixed in 200 pL of fixing
solution (10 g/L formaldehyde, 1% sodium cacodylate and 6,67 g/L sodium chlorite, pH 7.2).
After 30 min at 4 °C, the set of samples were transferred, in triplicate, to 1 mL tubes, and the
phenotypic parameters of the cells present in each sample were determined with the aid of a
flow cytometer. The identification of the types and percentages of the cell populations and
subpopulations and the costimulatory molecule expression on these cells was performed using
CellQuest software on a computer attached to the cytometer. The monoclonal antibodies used
in the study were as follows: CD4 (antigen), canine CD4 (antibodyspecificity), 1:100
(dilution), ratlgG2  (isotype), Abcam (source); CD5 (antigen), humanCD5
(antibodyspecificity), 1:100 (dilution), rat [53-7,3] (isotype), and Abcam (source); and CD154
(antigen), human CTLA-4 but also reactive with canine (antibodyspecificity), 1:100
(dilution).

7.3 Results

The following alterations were observed: a reduction in the circulating Tcells expressing CD5,
a reduction in the subpopulation expressing CD4 and an increase in CTLA-4 expression. The
findings proved that the function of peripheral circulating cells is redefined during in-locus
irradiation. Initial results showed no statistically significant differences for the absorbed dose
grouping. Therefore, results are not presented on dose kinetic strength but on time kinetics

because it was possible to record the times of changes in the evaluated cellular receptors.
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A phenotypic analysis of T lymphocytes was performed with an anti-CD5 monoclonal
antibody. Figures 25 and 26 present the percentages of CD5+ lymphocytes in the total
lymphocyte population in the dogs’ peripheral blood samples before and after irradiation. A
statistical analysis of the results showed a statistically significant difference between the
percentages before (0 h, control) and after irradiation for the timetables analyzed (2 h, 18 h
and 30 d) but not between the 2, 4 and 6 Gy dosages, so the dose results were grouped. The
data include three points for dose and four points for time in the six subjects. The number of
subjects was defined by a Student’s t-test, which showed an adequate statistically significant
difference in the time profile. The percentage of CD5+ T lymphocytes was lower after 18 h
than 2 h and 30 d after irradiation.

G4
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Figure 25. Histogram of the fluorescence intensity evaluated through a medium channel tested in a fluorescence
channel that goes from 0 to 1023, to the absolute number of CD5 receptor, at the time of 0 h (control), 2 h, 18 h
and 30 d after cobalt 60 radiation, considering positive the values from channel 200 (from M1). The picks were
represented by: 2 h -T2, 18 h-T18 and 30 d-T30. The pick marking at time TO represents the total CD5+ T cells.
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Figure 26. Mean Percentage of CD5+ cells in circulating lymphocytes of radiated dogs. The moments of the
experiment are represented by Time 0 (zero). 2 hours and 18 hours post radiation with cobalt 60 on the predicted

doses and after 30
found. The statistic

days of radiation. Statistically significant differences (p<0.05) n relation to time zero were
method used — ANOVA followed by t-student test.
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Figures 27 and 28 present the percentages of CD4+ T cells in the total population of
circulating lymphocytes before (control) and after irradiation. A statistical analysis of the
results showed a reduction in the population 2 h after irradiation (26.67 = 4.23 cells)
compared with time zero (36.65 + 2.56 cells). The percentage reduction was significant
(p<0.05) at 18 h, with a mean T cell count of 12.45 + 2.95, which indicates the cumulative
absorbed dose effects of the gamma radiation. This reduction remained even 30 days after

irradiation.

Events

TO0
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Figure 27. Histogram of fluorescence intensity evaluated in a mean fluorescence channel that varies from 0 to
1023, for the absolute number of CD4+ receptors, at a time kinetics of 0 (control), 2 and 18 h and 30 d post
radiation with gamma rays (cobalt 60), considering the positive values beginning at channel 200 (starting from
M1). The pick was represented by: time zero —TO; 2 h — T2, 18 h — T18 and 30 d — T30, and the pick represents
the total T cells marking co-expressing over the CD4+ receptor on the mentioned times.
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Figure 28. Mean percentage of CD4+ Lymphocytes in radiated dog’s lymphocytes. The steps of the experiment
are represented by Time O (zero), 2 and 18 hours post radiation and after thirty days of radiation. Statistically
significant differences (p<0.05) in relation to time 0. The statistic method used was ANOVA followed by t-

student test.
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Figures 29 and 30 shows the absolute numbers and the percentages of CTLA-4 receptors in
the total lymphocyte population in the peripheral blood of dogs before and after irradiation.
Statistical analyses of the results showed a statistically significant difference before and after
irradiation, corresponding to the evaluated times of 2 h, 18 h and 30 d. The ratio of the
percentages of CD5+ T lymphocytes that co-expressed the CTLA-4 receptor was already
significantly higher at the first 2 h after irradiation compared with time zero (control), with a

peak at 18 h for the corresponding doses.
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Figure. 29. Histogram of the fluorescence intensity evaluated in a mean channel that goes from 0 to 1023, for the
absolute number of CTLA-4 receptors, at a time kinetic of 0 (control), 2 and 18 h and 30 d after radiation with
cobalt 60, considering the positive values starting at channel 200 ( from M1). The picks were represented by:
time zero — TO; 2 h — T2, 18 h — T18 and 30 d — T30. And the pick represents the total T cell marking co-
expressing over the CTLA-4 receptor in the selected times.
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Figure 30. Mean percentage of CTLA-4 Lymphocytes between radiated dog’s CD5+ lymphocytes. The steps of
the experiment were represented at time O (control), 2, 18 h and 30 d post radiation. Statistically significant

differences (p<0.05) were found in relation to time zero. The statistic method used was ANOVA followed by t-
student test.

7.4 Discussion

The investigated immune cells were bone marrow-derived PBMCs. Many of those cells are
mature and migrate as a function of the stimulus level. In the case of PBMCs, one particular
class originates from a common lymphoid progenitor, which gives rise to T and B
lymphocytes. When lymphocytes are activated in response to radiation stimuli, the cells
differentiate into antibody-secreting plasma cells (B lymphocytes) and T cells. The T cells are
endowed with surface receptors that respond to specific monoclonal antibodies, as in the case
of CD8+ T lymphocytes, which kill target cells, and CD4+ T cells, which are able to activate
B lymphocytes (FALCAO et al., 2013).

It is worth mentioning that to perform their protective function properly when responding to
exogenous stimuli (in this case, radiation), multiple T cell clones with a wide diversity of
antigen recognition undergoes a rigorous selection process and thymic maturation. This

process occurs through the recognition of self-peptides bound to major histocompatibility

101



complex (MHC) molecules. The ability to distinguish between self-antigens and non-self is
defined as immunological tolerance and is essential to avoid self-recognition, which, when
exacerbated, can cause pathological autoimmune responses. Considering the efficiency of this
selection process, PBMC behavior should reflect radiation kinetics. Such behavior has been
detected using monoclonal antibodies against surface receptors, demonstrating that behavioral
alterations are indeed produced as a function of radiation stimuli (FALCAO et al., 2013;
CALVERT etal., 1988).

The functions that CD5 has in irradiated T cells is not yet clear, but CD5 has been associated
with a direct co-signaling role in activation or a co stimulatory role, along with CD2, CD4,
CD6 and CD28, in humans (MOORE et al., 1992). This receptor may be responsible for

intracellular Ca**uptake, increased mitosis or the secretion and expression of IL-2.

The literature reports the expression of CD4 by dog neutrophils, which does not occur in other
mammalian species, in an experimental parasitic infection model in which the stimulation and
signaling of other cell lineages were observed (HUEMAN et al., 2006). Our results show a
reduction in CD4 that was already prominent in the first 2h after irradiation, which may be
associated with an immune suppression model in which there is generally a CD4:CD8 pattern

inversion of approximately 2:1.

Nonetheless, our data suggest that the observed reduction in a dog model is likely associated
with post-radiotherapy immune suppression, which was also observed in the human response
to treatment at advanced cancer stages. It is interesting to note exactly the opposite in a model
that used an E5-specific peptide vaccine in breast cancer. The peptide was capable of inducing
the signaling of naive CD4+ and CD8+ subpopulations and generating a stable memory
immune response. In addition, the vaccine activated the total T cell population, and
specifically the CD4+ effectors. The E5 vaccine led to the activation of naive CD45RO+,
CD4+ and CD8+ memory T cells while signaling CD4+ and CD8+ subpopulations to
participate in the general immune response (YU et al., 2000; WARKE et al., 2001).
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Here, a decrease in CD4+ cells was observed after irradiation. A decrease in the
CD4CD45R0O+ subpopulation may also occur because at 30 days after irradiation, the number
of CD4 cells was still low compared with the nonirradiated control (TEFT et al., 2006). We
suggest that the effects observed in our study are associated with the loss of essential enzymes
that co-signal clonal expansion, possibly interfering with IL-2R transcription.

The reduction in proliferative capacity may be associated with the possible inability of the
irradiated cells to undergo repair, a process that is usually completed within a few hours after
irradiation. This possibility would be consistent with the observation of the increasing

percentage of CTLA-4+ cells after irradiation.

Post-irradiation T lymphocyte phenotypic analyses were performed with anti-CD5
monoclonal antibodies, examining co-expression with the CTLA-4 receptor. A CTLA-4
chimeric antibody is used to treat autoimmune diseases, asthma, infections and tissue
rejection (WONG et al., 2005). CTLA-4 blocks the costimulation of T lymphocytes by
inhibiting binding to B7 molecules. This bond blockage is associated with anergy, apoptosis
and tolerance induction in experimental models of autoimmune diseases and tissue
transplantation (OAKS et al., 2000).

B7 molecules, present at the APC surface, bind more avidly to CTLA-4, present on the
surface of T cells, than to CD28. The B7-to-CTLA-4 bond is capable of sending an inhibitory
signal to the activated T cell so that the proliferative response can be effectively interrupted
and a smaller amount of IL-2, a T cell growth factor is produced (GIBSON et al., 2007). In
this manner, the CTLA-4 bound to B7 molecules is essential to decrease the proliferative
response of activated T cells to an antigen and to B7 molecules on the surface of APCs
(GIBSON et al., 2007). CTLA-4 is a member of the costimulatory family, has homology to
CD28 and binds to the B7 family of ligands. Unlike CD28, CTLA-4 ligation transmits a
negative signal in T cells. CTLA-4 expression, although inducible in most T cells, is
expressed constitutively on T cells with a regulatory phenotype. The mechanism controlling
CTLA-4 expression in human T cells is poorly characterized, so we sought to better
understand the mechanism of activation of the CTLA-4 gene (KUHNS et al., 2000). We
would like to highlight that in our model, a specific antigen response cannot be characterized
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because there is no antigen, but we can infer that exogenous radiation stimulation does not
only initiate cell activation but also regulates the cell response.

The previous results, evaluating the entire T cell profile and its subpopulations, suggested an
inversion of the CD4:CD8 pattern post-irradiation. These data are supported by the literature,
in which it was shown that the CD8+CTLA-4 subpopulation can regulate the responsiveness
and function of CD4 cells, justifying this decrease post-irradiation (PARRY et al., 2005).

These findings were later confirmed by Parry et al. (2005), who also demonstrated the CTLA-
4 regulator role. This receptor was capable of inhibiting cell stimulation and therefore the
recognition of peptides via CD3 and CD28 by other CD86+ (B7) populations in the immune
system (GREENFIELD et al., 1998). CTLA-4 is a surface molecule that was first cloned from
murine CD8 T cells and known as a gene that was rapidly induced (WONG et al., 2005).
CTLA-4 shares homology to CD28 and belongs to the costimulatory family of genes
(HARPER et al., 1991). Unlike CD28, which is required for the costimulation of naive T cells
prior to activation, CTLA-4’s function is unclear. CTLA-4 is a high-affinity receptor for B7
ligands and is a member of the Ig gene superfamily in T cells. CTLA-4 and CD28 share
similar features: a single disulfide-linked, extracellular IgV-like domain; a function as dimers;
and encoding on the human chromosome 2¢g33-34 (VANDENBORRE et al., 1999). Although
CTLA-4 is structurally homologous to CD28 and both use B7 molecules as their natural links,
CTLA-4 has a 20- to 100-fold greater affinity for B7 than does CD28 (HARPER et al., 1991).
The outcome of CTLA-4 engagement on T cells is the suppression of proliferation by
transmitting an inhibitory signal (ENGELHARDT et al., 2006). Thus, CTLA-4 has an
immunosuppressive function in modulating T cell proliferation and plays a role in immune

tolerance.

A study by Engelhardt et al. (2006) constructed CTLA-4-transgenic mice that displayed
constitutive cell-surface expression of CTLA-4 on CD4 and CD8 T cells. In both in vivo and
in vitro T cell responses, CTLA-4 overexpression inhibited T cell activation. This inhibition
was dependent on B7 and CD28, suggesting that overexpressed CTLA-4 inhibits responses by
competing with CD28 for B7 binding or by interfering with CD28 signaling. In addition, the
expression of the transgenic protein decreased the number of CD25+Foxp3+ T cells in these
mice but did not affect the cells’ suppressive ability (JONULEIT et al., 2001).
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A subset of T cells with potent immunoregulatory properties, regulatory T cells (Tregs), has
been identified. These cells constitutively express CTLA-4, CD4, CD25, GITR and Foxp3
(TAKAHASHI et al., 2000; SHEN et al., 2005). It has been hypothesized that Tregs inhibit
the development of autoreactive T cells (PERKINS et al., 1996). Thus, T cells that express
CTLA-4 play a crucial role in immune homeostasis.

The precise control of CTLA-4 expression is complex, and the mechanism controlling CTLA-
4 expression in T cells remains unclear. Unlike CD28, whose expression is constitutive,
CTLA-4 expression is induced on activated T cells, whereas CTLA-4 expression is constant
on Tregs (TAKAHASHI et al., 2000; SHEN et al., 2005; WARKE et al., 2001). Based on a
differential gene expression analysis of naive CD45RA and memory CD45RO human T cells,
we identified the CTLA-4 gene as one that is expressed significantly higher after stimulation
in the memory CD45RO+CD4+T cell subset, suggesting a mechanism for subset-specific
expression (TEFT et al., 2006; HODI et al., 2003).

An antitumoral response was also observed when the CTLA-4 receptor was capable of
blocking tumoral immunity. Patients with ovarian carcinoma previously received a vaccine
that increases the presentation of products originating from the tumor by dendritic cells and
limits tumoral immunity strength. A similar event was described in patients with
encephalomyelitis who experienced a reduction in CD4+ cells when their CD8CTLA-4 cells
were stimulated (QUEZADA et al., 2006).

7.5 Conclusion

Radiation has induced phenotypic differences in lymphocyte lineages, reducing CD5 and CD4
T cell subpopulations and increasing CTLA-4 expression. The profile of the immune response
depended on the time after irradiation. Despite a limited radiation site, a systemic response
was observed as well. The immune response profile did not show a statistically significant
difference for dose kinetics varying from 2 to 6 Gy, so the doses were not taken into

consideration. The time kinetics did clearly show alterations in the analyzed cell receptors.
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This knowledge may improve cancer radiation treatments. Further studies of these assays,
including testing for other biomarkers, should be performed. Such knowledge enhances the
quality of life of those patients undergoing external radiotherapy. Currently, immune cell
counts are used during irradiation protocols. In the near future, the monitoring of the
lymphocyte subpopulations in relation to the radiation dosage will permit a better
understanding of the status of the immune response, leading to a better prognosis in the

treatment of cancer patients.
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8 ESTUDO HISTOPATOLOGICO COMPARATIVO DE
LINFONODOS JUGULODIGASTRICOS EM RADIOTERAPIA DE
CABECA E PESCOCO NO CAO

8.1 Introducao

O cancer de cabeca e pescoco representa 10% dos tumores malignos em nivel mundial. Esses
tumores podem envolver Vvarios sitios, como a cavidade oral, laringe, faringe, glandulas
salivares, dentre outros (CARDOSO et al., 2005). Uma manifestacdo clinica importante dos
tumores de cabeca e pescoco € representada pelas metastases linfonodais. Essa manifestacdo
pode refletir um tumor de sitio primario cujos clones iniciais apresentam elevada capacidade

de metastatizacéo.

O linfonodo pode constituir um ambiente favoravel ao crescimento de células tumorais, mas
provavelmente também desencadeia respostas imunoldgicas que repercutem no sitio primario
(AMAR et al., 2000). A presenca de linfonodo metastatico no pescogo é o sintoma principal
em cerca de 12% dos pacientes com céncer da cabeca e pescoco (LIMA et al., 1999).
Linfonodos hiperplésicos séo frequentemente encontrados durante os esvaziamentos cervicais
(LIMA et al.,, 1999). Tsakraklides, Olson e Kersey (1974), descreveram quatro padrbes
principais de reacéo de linfonodos, sendo eles a hiperplasia folicular, hiperplasia paracortical,
linfonodos ndo estimulados e hiperplasia sinusal associada a histiocitose. Fatores relacionados
as caracteristicas dos linfonodos cervicais metastaticos sdo amplamente estudados e
contribuem para a definicdo do prognostico dos pacientes com tumores de cabeca e pescoco
(MARTINS, 2007).

A radioterapia pode ser usada com eficécia tanto exclusivamente quanto como adjuvante na
terapia dos pacientes com ganglios clinicamente positivo (SILVA; ARRUDA, 2008). Os
resultados do tratamento, seja com cirurgia e/ou radioterapia, sdo reservados na maioria dos
casos, sendo que alguns estudos demonstram melhores resultados em pacientes que foram

tratados com radioterapia aliada a cirurgia (LIMA et al., 1999). O papel da radioterapia no
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tratamento dos tumores de cabeca e pesco¢co mudou a partir da década de 70. Strong, em
1969, analisou a acdo da radioterapia pds-operatoria e observou um melhor controle loco

regional das metastases em linfonodos cervicais.

A radiacdo exerce efeito citotoxico seletivo em células cancerosas, mas esse efeito ainda néo é
completamente conhecido, no entanto, as células em divisdo sdo radiossensiveis e,
consequentemente, células tumorais rapidamente proliferativas sdo especialmente vulneraveis
a radiacdo. Um dos efeitos colaterais do tratamento radioterdpico é a acdo citotoxica, em
doses terapéuticas, sobre células em divisdo de tecidos normais (TOLEDO, 2006).
Radioterapia, cirurgia e quimioterapia correspondem as principais alternativas de tratamento
do céncer, sendo cada vez mais utilizadas de forma combinada. Além delas, horménios e
modificadores da resposta bioldgica tém lugar nesse arsenal terapéutico. A radioterapia é uma
ferramenta bastante eficaz no tratamento do cancer. Quando bem indicada, 0s riscos
envolvidos na sua utilizacdo sdo amplamente superados pelos beneficios que traz (TOLEDO,
2006).

Este estudo tem como objetivo descrever as alteracdes histopatoldgicas observadas em
linfonodos jugulodigastricos de um cdo submetido a irradiacGes de cabeca e pescoco com
Cobalto 60 (Co®®), uma vez que a radioterapia constitui uma modalidade terapéutica

amplamente utilizada no tratamento do cancer de cabeca e pescoco.

8.2 Material e Método

A fase experimental do estudo foi realizada no Biotério do Centro de Preparacdo de Pecas e
Pesquisas Anatdmicas (CPPPA), da disciplina de Anatomia da Faculdade de Ciéncias
Médicas de Minas Gerais (FCMMG). O trabalho foi aprovado pelo CPPPA e pela Disciplina
de Anatomia. O protocolo de pesquisa experimental com animais foi aprovado seguindo a
Declaracdo de Helsinki (1975, revisada em 1983) e as Normas Internacionais de Prote¢do aos
Animais. Os animais foram tratados conforme a Lei n° 6.638, de 08 de Maio de 1979, Decreto
n° 24.645 de 10 de Julho de 1934 e de acordo com os principios éticos do CPPPA.
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Foi utilizado um cdo macho, de porte pequeno, sem raga definida, com peso de 10 kg, cedido
pelo canil do Setor de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte. O cédo utilizado
foi preparado nas 24 horas que antecederam as irradiacdes pelo Técnico responsavel pelo
Biotério do CPPPA. Esse preparo constou de jejum para a anestesia e acondicionamento em
baia individual. O animal chegou ao referido biotério ja vacinado pelo canil da Prefeitura
Municipal de Belo Horizonte. O animal foi anestesiado, a cada irradiagdo, com quetamina na

dose de 5 mg/kg e xylazina na dose de 2 mg/kg , por via intravenosa.

As irradiacdes foram realizadas no Centro de Radioterapia do Hospital S&o Francisco, com a
utilizacdo de um aparelho Theratron 80®, com uma fonte de Cobalto 60 e distancia fonte
superficie (DFS) de 80 cm. O tamanho do campo utilizado foi de 13 x 17 cm2. As doses
aplicadas foram avaliadas para atingir 95%, com 2,5 cm de profundidade. O cdo recebeu uma
dose semanal de 2 Gy durante o periodo de 2 semanas, totalizando 4 Gy. A regido submetida
as irradiacOes foi a regido lateral esquerda da cabeca e pescoco do cdo, por ser uma area onde
existem grandes vasos, musculos e 6rgdos do sistema sensorial e linfatico, com destaque para
a grande cadeia de linfonodos cervicais superficiais e profundos, sendo, portanto, uma regido
que reline varios tipos de tecidos que sdo muito bem vascularizados. Utilizou se uma protecéo

de chumbo na regido dos olhos.

Ressalta se que ndo foram observados sinais clinicos como palidez das mucosas, opacidade e
queda dos pelos apds as doses de radiagdo. A eutanadsia do animal foi realizada com a

administracdo intravenosa de 10 mL de cloreto de potassio (KCI).

Apos as irradiacOes e eutanasia do animal, procedeu se a dissecacdo da regido da cabeca e
pescoco do cdo. A tela subcutanea da pele foi divulsionada com bisturi e tesoura romba. Apds
a pele ser rebatida, expondo as estruturas superficiais do pescoco, foi rebatido também o
musculo platisma e a tela subcutanea subjacente. Foram retiradas a lamina superficial e a
lamina pré-traqueal da fascia cervical, com subsequente retirada de um linfonodo
jugulodigastrico esquerdo (pertencente a area irradiada) e um linfonodo jugulodigastrico
direito (ndo pertencente a area irradiada). Os linfonodos foram entdo fixados em solucdo
aquosa de formaldeido a 10%. O estudo histopatoldgico foi feito através da confeccdo de

laminas coradas por hematoxilinaeosina e analise realizada por microscopia éptica.
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8.3 Resultados

Apds a anélise histopatologica do linfonodo jugulodigastrico direito, ndo pertencente a area
irradiada, pode-se observar que a regido periférica apresentava regiGes mais coradas que a
medular, mas isso foi pouco visivel, exceto por poucas areas de maior pigmentacdo. A capsula
era visivel e bem delimitada com a presenca de adipdcitos. As trabéculas que se projetariam
da cépsula ndo foram visiveis nessa lamina, onde também ndo havia nddulos linféides; e que
foi tomada por um tecido conjuntivo denso desordenado jovem, como indicou o grande
numero de células com ndcleo volumoso (fibroblastos, ndo fibrécitos). Além disso, houve
numerosas fibras colagenas densas dispostas aleatoriamente, envoltas em pouca substancia
fundamental amorfa, confirmando que o tecido era tecido conjuntivo denso desordenado com
presenca de calcificagdo em alguns vasos, como mostra a Figura 31 abaixo, com respectiva
imagem ilustrativa de um linfonodo com trabéculas e nodulos linfaticos (linfdcitos

agregados).

RBCCP

Figura 31. Fotomicrografia revelando auséncia de trabéculas e nodulos linféides no centro do linfonodo
jugulodigastrico direito (aumento 400X, coloracdo hematoxilinaeosina). E respectiva imagem ilustrativa de um
linfonodo com trabéculas e nédulos linféides (linfécitos agregados).
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Ja apo6s a analise histopatoldgica do linfonodo jugulodigastrico esquerdo, pertencente a area
irradiada, pode-se observar todas as caracteristicas presentes no linfonodo direito; entretanto
foi observado também que: na capsula, as camadas celulares e de fibras estavam descontinuas,
sugerindo a perda das jungOes celulares, formando seios de imagem negativa (Figura 32);
pronunciada fibrose densa ordenada no centro da peca, circundada por tecido conjuntivo
denso desordenado, aparentando ser uma infiltracdo de tecido conjuntivo denso ordenado,
acompanhada da presenga de numerosos vasos, indicando tecido em atividade (Figura 33);
vasos hiperemiados no tecido conjuntivo denso desordenado da cépsula e do "infiltrado";
tecido conjuntivo denso desordenado também descontinuado, dando a impressdo de
rachaduras no tecido, havendo apenas dois pontos de maior coloracdo na periferia do tecido.

Figura 32. Fotomicrografia de lamina mostrando descontinuidade da capsula do linfonodo jugulodigastrico
esquerdo (aumento 400X, colora¢do hematoxilinaeosina).
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Figura 33. Fotomicrografia evidenciando fibrose ordenada no centro do linfonodo jugulodigastrico esquerdo
(aumento 400X, coloragdo hematoxilinaeosina).

8.4 Discussao

8.4.1 Anatomia e fisiologia da drenagem linfatica cervical

O tratamento dos linfonodos regionais é com frequéncia uma parte integrante do manejo
terapéutico dos tumores malignos da cabeca e pescoco. Para se entender como deve ser
direcionado o tratamento dos linfonodos no cancer de cabeca e pescoco, deve se conhecer
primeiramente a anatomia e a fisiologia da drenagem linfatica cervical, assim como a
fisiopatologia da disseminacdo de células metastaticas provenientes de tumores malignos que

afetem a regido da cabeca e pescoco.

O desenvolvimento de metéstases € a caracteristica mais marcante das neoplasias malignas. A
funcdo de filtro dos linfonodos faz com que essas estruturas constituam importantes sitios de
metastases (AMAR et al., 1999). Geralmente, as células provenientes de tumores malignos

que se encontram distantes da linha média do pescogo s&o drenadas para grupos de linfonodos
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ipsilaterais. J& os tumores localizados na linha média do pesco¢o ou proximos a ela, bem
como os tumores provenientes da nasofaringe e do terco posterior da lingua costumam gerar

metastases para grupos de linfonodos contralaterais (CUMMINGS, 1993).

Estudos ultrassonogréaficos e dissecagdes de espécimes identificaram um grupo de cerca de 20
linfonodos na regido superior do pescogo que estabelecem a comunicacdo entre a cadeia de
linfonodos da veia jugular interna e a cadeia de linfonodos espinhais. Esse grupo de
linfonodos é responsavel pela drenagem linfatica da nasofaringe, orofaringe, parte superior da
laringe e hipofaringe, além de receber vasos linfaticos eferentes do colar linfatico cervical
(composto pelos linfonodos submentais, submandibulares, retro faringeos, linguais,
parotideos, retro auriculares e occipitais). Esses linfonodos sdo denominados linfonodos
jugulodigastricos ou subdigastricos (CUMMINGS, 1993). Lindberg (1973) revisou a
localizacdo de linfonodos metastaticos em 2044 pacientes com diagndstico de carcinoma de
células escamosas de cabeca e pesco¢o nao tratado. Os linfonodos jugulodigastricos foram o
grupo mais comumente envolvido em todos os tumores de sitio primério estudados. O grupo
de linfonodos da cadeia jugular foi 0o grupo mais acometido quando os tumores em estudo
eram tumores de nasofaringe. As metastases contralaterais foram mais comuns que as
metastases ipsilaterais. Apesar de observagdes clinicas sugerirem que 0 envolvimento
metastatico de varios linfonodos regionais usualmente progride em uma ordem da regido
superior para a regido inferior do pescoco, todas as cadeias de linfonodos devem ser
cuidadosamente examinadas a fim de se evitar a ndo identificacdo de linfonodos metastaticos
(CUMMINGS, 1993).

8.4.2 Reatividade linfonodal em tumores de cabeca e pescogo

No céncer de cabeca e pescogo, assim como em canceres de outras regides, os linfonodos
regionais geralmente apresentam sinais de reatividade, que apresenta ainda significado
desconhecido (AMAR et al., 2006). S&o descritos na literatura quatro padrdes de reacdo de
linfonodos no cancer de cabeca e pescoco. Sao eles: a) hiperplasia folicular, onde se encontra
hiperplasia de centros germinativos na cortical do linfonodo, com a formacao de foliculos

secundarios; b) hiperplasia paracortical, com aumento de celularidade na area paracortical; c)
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linfonodo néo estimulado, sem proliferacdo linfoide; d) linfonodo com hiperplasia sinusal ¢
histiocitose, com hiperplasia das células endoteliais nos sinusoides medulares e a presenca de
macrofagos (AMAR et al., 2000).

A abordagem da reatividade de linfonodos em pacientes com cancer apresenta problemas
conceituais e técnicos. O grande nimero de linfonodos reativos encontrados nos pacientes
com tumor primario oculto contrasta com a agressividade da doenca, frequentemente
associada a ruptura capsular e substituicdo quase completa do linfonodo por tecido tumoral
(AMAR et al., 2000).

Deve-se ressaltar ainda que é necessaria a caracterizacdo das subpopulacdes de linfécitos T
encontrados nas hiperplasias paracorticais, uma vez que a funcao de linfocitos CD4 (“T helper
17 e “T helper 2”) difere substancialmente entre si, bem como dos linfocitos CD8 (T
citotoxico) e de células natural killer (NK). Ainda considerar se a presenca de outras células,
como macrofagos e células dendriticas, que se relacionam com a ativacdo de linfocitos,

apresentacdo de antigenos e producao de citocinas (AMAR et al., 2000).

Nos tumores da cabeca e pescoco os linfonodos com hiperplasia folicular ou paracortical se
localizam na proximidade do tumor, o que favorece o implante e o crescimento das metastases
nos linfonodos. A reatividade linfonodal é frequente e ocorre na maioria dos linfonodos
regionais em pacientes com metastase cervical de tumor primario oculto (AMAR et al., 2006).

8.4.3 Radioterapia no tratamento de linfonodos cervicais

A radioterapia deve ser utilizada no manejo dos linfonodos cervicais metastaticos como um
tratamento eletivo quando ndo existem linfonodos palpaveis ou como tratamento pré-
operatdrio ou pos-operatorio combinado a dissecacdo cirurgica para linfonodos clinicamente
positivos (MENDENHALL et al., 1998).

Os linfonodos regionais sdo considerados no planejamento do tratamento do tumor primario.

Com linfonodos clinicamente negativos, o tratamento depende do risco estimado de doenga
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subclinica nos linfonodos. Com linfonodos clinicamente positivos, o planejamento é
influenciado pelo numero de linfonodos acometidos, seu tamanho e sua localizacéo
(MENDENHALL et al., 1998)

Segundo Sako, Pradler e Marchetta,1964, o limite inferior de palpacéo de linfonodos cervicais
é de 0,5 cm para linfonodos superficiais e 1,0 cm para linfonodos profundos. Algumas regides
do pescoco sdo inacessiveis a palpacdo. Alguns autores discutem na literatura o potencial da
Tomografia Computadorizada (TC) e da Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) para acessar

linfonodos cervicais.

Até mesmo o exame histopatoldgico dos linfonodos nédo € isento de erros potenciais e secgdes
seriadas sdo necessarias para encontrar pequenos depositos de células tumorais. Esses erros
podem ser a possivel explicacdo para o fato de que 4 a 8% dos pacientes desenvolvem
recidiva apés dissecacao e exérese de linfonodos nos quais ndo foi identificada presenca de
células tumorais ap0s 0 exame histopatoldgico das pecas cirurgicas retiradas (CUMMINGS,
1993).

Linfonodos histologicamente positivos foram encontrados quando o pescoc¢o foi considerado
negativo a palpagdo em 4% a 60% dos casos em um estudo realizado por Beahrs e Barber
(1962).

O prognostico tem sido correlacionado com a presenca ou auséncia de metastases linfonodais
e é invariavelmente pior quando os linfonodos sdo envolvidos. Sistemas de estagiamento
clinico subdividem os linfonodos metastaticos de acordo com a localizacdo unilateral ou
bilateral, dnicos ou mdultiplos e moveis ou fixos e ainda de acordo com o tamanho

(usualmente menores ou maiores que 2cm a 3 cm de diametro) (CUMMINGS, 1993).

A irradiacdo eletiva de linfonodos é considerada pela alta incidéncia de linfonodos
histologicamente positivos encontrados em pacientes com linfonodos clinicamente negativos
e, durante o seguimento de pacientes nos quais unicamente um tumor primario foi
identificado e tratado, uma porg¢éo aprecidvel dos pacientes apresentou tardiamente metéstases

linfonodais. O tratamento eletivo de grupos de linfonodos clinicamente negativos é baseado
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em duas condigdes: primeiramente, o tratamento eletivo é mais efetivo do que o tratamento
em pacientes com linfonodos ja metastaticos aparentes. Em segundo lugar, a radioterapia
eletiva é pelo menos tao efetiva quanto a dissecacdo dos linfonodos e ndo esta associada com

uma morbidade tdo grande quando comparada a dissecagdo (CUMMINGS, 1993).

A dissecacdo eletiva dos linfonodos e a irradiacdo eletiva do pesco¢o sdo igualmente efetivas
no controle de doenca subclinica. A decisdo de utilizar cirurgia ou radioterapia para o
tratamento eletivo dos linfonodos depende do manejo da lesdo priméria. Pacientes cuja lesdo
priméaria tenha sido tratada cirurgicamente devem ser submetidos a dissecacdo eletiva, e
aqueles cuja lesdo primaria tenha sido tratada com radioterapia devem ser submetidos a
irradiacéo eletiva do pescoco (MENDENHALL et al., 1998).

De acordo com os principios radiobiol6gicos a radiacao deve ser mais efetiva quando existem
poucas células tumorais. O risco de eventos prognésticos adversos, como ruptura capsular,

por exemplo, é maior quanto maiores forem os linfonodos (CACHIN, 1982).

Fischel (1935) sugeriu que a resposta satisfatoria a radiagdo s6 ocorre quando os linfonodos
sd0 apenas reativos e ndo metastaticos. Entretanto, Wizenberg, Bloedorn e Weiner (1972)
mencionaram o0 uso bem sucedido de radiagdo em 113 pacientes, em todos os quais foi

provado o envolvimento metastatico através de bidpsias dos linfonodos.

A efetividade da radioterapia depende da dose de radiacdo utilizada, do nidmero e tamanho
dos linfonodos envolvidos e do tratamento do tumor de sitio priméario. Metastases linfonodais
de carcinomas de nasofaringe e fossa tonsilar parecem responder melhor a radiacdo do que
metastases provenientes de tumores de outros sitios (BARTELINK, 1982).

Devido ao fato de que dissecacdo cervical e radioterapia possuem isoladamente efetividade
limitada, muitos centros de tratamento adotam politicas de radioterapia combinada a
resseccgdo cirdrgica. A radioterapia deve ser realizada mesmo antes ou ap0és a cirurgia cervical.
A radioterapia pré-operatdria € administrada para reduzir o tamanho dos depositos linfonodais
de células tumorais e a radioterapia pds-operatdria € administrada para eliminar células

tumorais remanescentes que ndo foram retiradas durante a cirurgia (CUMMINGS, 1993).
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Tem sido sugerido que a irradiagdo de linfonodos possa interferir no sistema imune e
promover a disseminacdo de metastases. Apesar de varios distarbios do sistema imune
seguirem se a radioterapia, a maioria desses disturbios é transitéria e ndo existe nenhuma
evidéncia conclusiva de que a irradiacdo regional tenha significado clinicamente adverso nas
interagdes tumorais (TUBIANA, 1989).

8.4.4 Efeitos da radioterapia em linfonodos cervicais

A utilizacdo da radioterapia no tratamento dos linfonodos cervicais em pacientes com cancer
de cabeca e pescoco possui como principais finalidades a diminuicdo do processo
inflamatorio que ocorre em linfonodos ativados e a eliminagdo ou pelo menos diminui¢do do
nimero de células tumorais metastaticas que por ventura se encontrem no interior dos
linfonodos. Poucos estudos na literatura descrevem o mecanismo histopatolégico pelo qual a
radioterapia € eficaz na diminuicao da reatividade linfonodal e no tratamento de metastases no
cancer de cabeca e pescoco. Labadie et al. (2000), descreveram os achados histopatoldgicos
em linfonodos provenientes de esvaziamentos cervicais de seis pacientes com carcinoma de
células escamosas tratados com radio e quimioterapia (um total de 18 linfonodos). Os achados
mostraram fibrose, inflamagdo, mas nenhuma evidéncia de malignidade. Em apenas um

linfonodo um pequeno foco de carcinoma de células escamosas foi identificado.

Em nosso estudo, a analise histopatoldgica do linfonodo jugulodigastrico esquerdo,
pertencente a regido submetida as irradiacdes com Cobalto 60, mostrou descontinuidade da
capsula, o que evidencia a perda de juncdes intercelulares, formando seios de imagem
negativa. Foi observada também pronunciada fibrose densa ordenada no centro da peca,
circundada por tecido conjuntivo denso desordenado, acompanhada da presenca de numerosos

vasos, indicando tecido em atividade.
Ao mesmo tempo, o estudo histopatolégico do linfonodo jugulodigastrico direito, nédo

pertencente a area irradiada, mostrou a presenca de capsula bem delimitada, auséncia de

trabéculas e nddulos linfoides e presenca de tecido conjuntivo denso desordenado. Esses
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achados podem ser explicados pela extensdo da acdo da radioterapia para estruturas além do

campo irradiado.

A partir de nossos achados e de descricdes encontradas na literatura, podemos inferir que o
mecanismo pelo qual a radioterapia € eficaz no tratamento de linfonodos no céncer de cabeca
e pescoco € o desencadeamento de um processo inflamatério que leva a destruicdo néo
somente das células tumorais, mas também de células constituintes dos linfonodos (linfocitos

B, linfécitos T, tecido conjuntivo de sustenta¢do), com subsequente fibrose dos mesmos.

8.4.5 Repercussoes clinicas da radioterapia no tratamento de linfonodos cervicais

A acdo da radioterapia no tratamento dos linfonodos no céncer de cabega e pescogo consiste
em desencadear uma resposta inflamatdria que leva a morte ndo somente de células tumorais
metastaticas, mas também de células constituintes dos linfonodos (linfocitos B, linfécitos T,
tecido conjuntivo de sustentacdo), ocasionando fibrose desses 6rgaos.

Essa fibrose dos linfonodos submetidos a radioterapia possui implicagdes clinicas que podem
repercutir negativamente durante o tratamento de pacientes com cancer de cabeca e pescoco.
Os dois efeitos clinicos mais importantes a serem considerados nesta situacdo séo a obstrucao
da drenagem linfatica cervical e a imunossupressdo. Pacientes com obstrugdo linfatica podem
apresentar areas de erisipela ou edema (FERRIGNO et al., 1999). Com relacdo a
imunossupressao, tem sido sugerido que a irradiacdo de linfonodos pode interferir com o
sistema imune e promover a disseminacdo de metéstases. Apesar de varios distdrbios do
sistema imune se seguirem a radioterapia, a maioria deles é temporéria e ndo existe evidéncia
conclusiva de que a irradiagdo regional tenha significado clinico adverso nas interagdes
tumorais (TUBIANA, 1989).

A imunossupressao causada pela radioterapia, mesmo ocorrendo em carater transitério, pode
repercutir clinicamente ao predispor o paciente a infec¢des bacterianas, fungicas ou virais que
devem ser diagnosticadas e tratadas precocemente para evitar o envolvimento sistémico dos

individuos submetidos a essa modalidade terapéutica. Essas infec¢fes sdo na maioria das
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vezes representadas pelas infecgcdes bacterianas da cavidade oral e odontogénicas, herpes
simples e herpes zoster e candidiase oral (LOBO; MARTINS, 2009).

As consequéncias da radioterapia no tratamento dos linfonodos cervicais devem ser
acompanhadas de perto pela equipe responsavel pelo tratamento dos pacientes com cancer de
cabeca e pesco¢o submetidos a essa modalidade terapéutica. Esse acompanhamento deve ter
como principal objetivo o controle do edema e erisipela que podem se seguir a obstrucdo da
drenagem linfética e o tratamento das infec¢des oportunistas que porventura se desenvolvam
em decorréncia da imunossupressao transitoria que acomete esses pacientes, a fim de se evitar

0 acometimento sistémico dessas infeccdes que pode levar ao 6bito nessa situagéo.

8.5 Conclusao

A radioterapia € uma modalidade terapéutica utilizada para o tratamento das metastases
linfonodais no céncer de cabeca e pesco¢o que visa acabar com as células tumorais
metastaticas e diminuir a reatividade linfonodal. Porém, seus efeitos atingem também as
células constituintes dos linfonodos (linfécitos B, linfécitos T, tecido conjuntivo de
sustentacdo), ocasionando um processo inflamatério que leva a destruicdo dessas células, que
sdo substituidas por tecido fibroso cicatricial. Ocorre entdo a perda de fungdo dos linfonodos,
0 que causa obstrucdo da drenagem linfatica da regido drenada para a cadeia linfonodal

irradiada e imunossupressao transitoria devido a perda de células do sistema imune.

Novos estudos em radioterapia do cancer sdo necessarios a fim de se aprimorar a seletividade
da radioterapia, para que no futuro desenvolvam se técnicas seletivas para a destruicdo apenas
de células tumorais, evitando se assim a destruicdo de células constituintes dos tecidos

normais para minimizar seus efeitos adversos.
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9 CONCLUSAO GERAL

+ Foi desenvolvido um fantoma fisico do coragéo utilizando tecido a base de elastdbmero
com valores de densidade méassica e composi¢ao quimica equivalentes, possibilitando

aplicacOes futuras em experimentos com dosimetria.

+ Foi demonstrada a possibilidade de elaboracdo de um modelo tridimensional de
coracdo, em formato STL, com detalhamento anatdmico de alta precisdo, para
prototipagem répida. Entretanto, solucionar questdes referentes ao software
empregado e a impressao ainda deve ser feito para obtencdo de um protétipo fisico

impresso.

+ A dosimetria da cintilografia de perfusdo do miocardio com TI-201 elucidou a
distribuicdo da dose absorvida no mdsculo cardiaco por unidade de atividade do
radiofarmaco empregado, e do histograma dose versus volume, preconizando valores
em mGy. Aonde o ponto maximo da dose absorvida pelo musculo cardiaco foi de 2,64
mGy e o0 ponto maximo da dose absorvida para a artéria coronaria foi de 1,23 mGy. E
quando comparado, observa-se que, 0 musculo cardiaco recebeu maior dose do que a
artéria corondria. Assim, estudos em dosimetria a partir de imagens de pacientes

podem agora ser elaborados, para cada situacdo clinica.

+ A radiacdo induziu diferencas fenotipicas em linhagens celulares, reduzindo
subpopulacdes de células T CD5 e CD4 e aumentou a expressdo de CTLA-4. Ha
dependéncia temporal no perfil da resposta imune apds a irradiacdo. Apesar da area da
irradiacdo ter sido limitada foi observada uma resposta sisttmica. A avaliacdo da
cinética de variacdo de dose, 2 a 6 Gy, para o perfil de resposta imune, ndo apresentou
diferencas estatisticas significantes. Enquanto que para a cinética de tempo pode se

observar claramente, alteraces nos receptores celulares analisados.
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+ Através de estudo histoldgico, as células constituintes dos linfonodos (linfécitos B,
linfécitos T, tecido conjuntivo de sustentacdo) expostas a radiacdo, demonstrou um
processo inflamatdrio que levou a morte das células constituintes, e essas foram
substituidas por tecido fibroso cicatricial, ocorrendo entdo a perda de funcdo dos
linfonodos. Em humanos, tal exposicdo pode causar obstrucdo da drenagem linfatica
da regido drenada para a cadeia linfonodal irradiada e imunossupressdo transitoria

devido a diminuicdo da populacédo de células do sistema imune.
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